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Il protein misfolding è un argomento di base della biologia molecolare moderna. Lo studio in vivo di 
localizzazione e trafficking di proteine ripiegate in modo incorretto è un tema centrale della ricerca 
internazionale e un interesse primario del laboratorio che da diversi anni si impegna nella ricerca su tau e β-
amiloide. Nell’ottica di ampliare l’ambito di ricerca alla sinucleina, la proteina nota per l’accumulo in corpi 
di Lewy, è stato avviato questo progetto di tesi, allo scopo di isolare un interattore che possa funzionare 
come sonda molecolare della proteina che sia anche funzionale in ambiente intracellulare. Per ottenere il 
risultato, sulla falsariga di lavori precedenti, è stata avviata una selezione molecolare di una libreria di ScFv 
per l’affinità di legame alla sinucleina sfruttando l’IACT (intracellular antibody capture technology).  
La tesi purtroppo non ha dato i risultati sperati e vengono discussi in maniera critica tutti i fattori che 
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1.1. Contesto e Obiettivi 
Il progetto di tesi è stato concepito per fornire strumenti al laboratorio in modo da potenziare gli ambiti di 
ricerca già consolidati. In dettaglio, Bio@SNS ha due filoni di ricerca che hanno promosso questa tesi: un 
filone biotecnologico molecolare, per l’utilizzo della tecnologia IAC, e un filone neurobiologico molecolare, 
per la scelta del target. 
Il target, l’alfa sinucleina, è una delle molecole studiate in laboratorio nell’ambito di studio di molecole 
aggreganti ad interesse neurobiologico. Anche se originariamente l’attenzione era più rivolta alla sola 
proteina TAU e agli Aβ oligomeri del morbo di Alzheimer, negli ultimi anni si sono considerate anche altre 
proteine quali la sinucleina, e l’aggregazione nella malattia di Parkinson. L’interesse di laboratorio verte 
principalmente nella localizzazione in reticolo endoplasmico (1), che per la sinucleina si traduce in studi 
sull’accumulazione in vivo in modelli animali (2, 3). 
La necessità del laboratorio di dover interagire con la proteina in vivo, ancora meglio se limitata in certi 
compartimenti cellulari, ha portato alla proposta di tesi, unendo la tecnologia a disposizione del 




1.2. Anticorpi: Concetti base 
In questa tesi ho utilizzato in modo prevalente la tecnica dell’IACT. Gli anticorpi sono utilizzati nell’IACT 
come fonte della variabilità della libreria ed è lecito qundi, prima di parlare di IACT, introdurne le principali 
caratteristiche strutturali. 
Gli anticorpi sono proteine altamente polimorfe della famiglia delle immunoglobuline, che sfruttano la loro 
diversità sia per selezionare una interazione, sia per svolgere compiti diversi con l’interazione selezionata. 
Strutturalmente sono una molecola simmetrica, paragonabile a una Y, composta da due coppie di catena 
pesante e leggera. Sono divisi in due regioni degne di nota: la regione costante (la gamba della Y) e la 
regione variabile (le braccia).  
La regione costante prende il nome di Fc da “Frammento cristallizzabile” (fragment crystallizable region) in 
quanto storicamente è stata identificata come il frammento degli anticorpi che è possibile cristallizzare 
dopo la digestione con la papaina. La regione costante è il dominio della proteina che interagisce con le 
cellule e certi recettori di membrana (Fc Receptors) riescono a riconoscere questa regione per svolgere 
funzioni di immunizzazione. 
La regione variabile è invece la regione deputata alla interzione con i potenziali patogeni, è collegata alla Fc 
da una piccola zona cardine (la regione “Hinge”) che le permette una notevole flessibilità. La regione 
variabile è composta da due domini uguali e simmetrici (le due braccia della Y) che vengono chiamati Fab 
(fragment antigen-binding) dove risiede il cuore della funzione di interazione degli anticorpi. Le Fab sono 
regioni composte da una catena leggera e dalla parte della catena pesante che non rientra nella regione Fc, 
legate tra di loro in maniera covalente da un ponte disolfuro. Altri ponti disolfuro formano delle piccole 
anse intracatena caratteristiche sia della catena leggera che della catena pesante. 
Le Fab sono altamente polimorfe visto che sono composte da una prima metà costante e una seconda metà 
altamente variabile detta Fv (o V region) che è il frutto di un riarrangiamento genetico che ne permette un 
assemblamento a variabililtà combinatoriale. Ogni V region (che sia della catena leggera VL o pesante VH) 
presenta 3 regioni dette ipervariabili che determinano la associazione con l’antigene (da qui il nome  CDR 
“Complementarity determining regions”). 
Le CDR sono di lunghezza variabile anche se non si spostano troppo dalla lunghezza determinata dalla 
famiglia di VH o VL da cui si sono generate, ma a posizione fissa e questa proprietà è la base del 
funzionamento della regione variabile. Una estesa regione randomizzata porterebbe facilmente a problemi 
di folding e di instabilità, mentre queste regioni hanno una ossatura (definita Framework) relativamente 
solida e delle anse sporgenti in corrispondenza delle CDR. Non a caso, nella catena, subito prima delle CDR 
ci sono zone rigide come regioni che 
contengono cisteine coinvolte in 
ponti disolfuro che limitano la 
diffusione di eventuali nuclei di 
refolding che possono capitare nelle 
CDR. 
La CDR1 e CDR2 sono regioni 
ipervariabili che sono determinate 
dal solo gene V, mentre la CDR3 
comprende sia la parte finale del 
gene V che l’intero gene D (solo per 
la catena pesante) che il gene J. La 
CDR3, l’ultima regione ipervariabile 
in ogni catena, è la più estesa (in 
media) delle regioni ipervariabili e 
anche la più variabile, il che facilita il 
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suo compito di interazione con l’antigene. Tra le due, la CDR3 della VH data la presenza di un gene 
aggiuntivo è ovviamente la regione più variabile. 
Un altro fattore di variabilità in vivo è introdotto in seguito al legame con l’antigene tramite la maturazione 
di affinità. Durante la maturazione di affinità le CDR sono soggette a ipermutazione somatica, mentre le 
cellule che le esprimono vanno incontro a selezione clonale. Fattori multipli, in primo luogo Activation-
Induced (DNA-cytosine) Deaminase (AID), e DNA polimerasi error-prone mutano le CDR per generare da 






1.3. Verso la tecnologia 
Gli anticorpi sono usati in biotecnologia per usi svariati: la loro capacità di legarsi a una moltitudine di 
molecole diverse è la proprietà che è alla base di molte tecnologie.  
La fonte principale di anticorpi di laboratorio è una immunizzazione di un animale con la molecola 
bersaglio. Nel caso delle proteine è comune usare piccoli peptidi (frammenti della proteina) sia per evitare 
epitopi dovuti alla struttura terziaria e ottenere anticorpi validi anche per la forma lineare sia per il 
vantaggio di ottenere anticorpi verso un determinato epitopo. 
L’immunizzazione può originare un prodotto grezzo ma vario, quindi resistente a eventuali modifiche o 
schermature del target, gli anticorpi policlonali; oppure divenire fonte di cellule per la produzione di 
anticorpi monoclonali, puri, meglio caratterizzati, meno cross-reattivi e più adatti a tecniche che traggono 
beneficicio da una maggiore purezza dell’interattore.  
Per citare le più famose tecniche che utilizzano anticorpi: Western Blot, ELISA, immunofluorescenza, sono 
tutte tecnologie che sfruttano le proprietà di legame degli anticorpi a molecole bersaglio. 
Gli anticorpi sono usati in forme differenti a seconda dello scopo della tecnologia, in laboratorio vengono 
usati principalmente in forma nativa, IgG purificate dal siero del mammifero che è stato inoculato con 
l’antigene per i policlonali, dal terreno degli ibridomi usati nella produzione per i monoclonali. 
Gli anticorpi monoclonali sono stati con successo fusi a proteine reporter, sono stati legati chimicamente a 
molecole segnale, o in generale possono essere facilmente modificati ad hoc per svolgere funzioni 
specifiche. Gli anticorpi terapeutici di mammifero (normalmente topo ratto o coniglio) vengono 
“umanizzati” ovvero vengono modificati in modo che il nostro organismo non riconosca l’anticorpo 
somministrato come antigene. 
Per questa tesi le tipologie di anticorpi rilevanti sono gli ScFv e gli iDAB, entrambi alla base del metodo 
IACT. Gli ScFv  o Single Chain Fragment of antibody Variable region, sono piccole proteine ottenute 
fondendo, tramite un piccolo linker, una regione variabile di una catena pesante con la regione variabile di 
una catena leggera a formare una unica catena polipeptidica (4, 5). Gli iDAB al contrario sono un unica 
regione variabile di una catena, leggera o pesante (6). Sia gli ScFv che gli iDAB sono formati da una unica 
catena polipeptidica e non sono mantenuti strutturalmente da ponti disolfuro, proprietà che molte 




1.4. Tecniche di selezione/verifica di interazione in vitro 
Esistono anche tecniche di selezione di proteine in 
vitro. La più comune è il Phage Display (e varianti) 
dove una libreria di proteine generiche è fusa a 
proteine del capside di fago m13 e viene 
selezionata per l’interazione con la proteina 
bersaglio. 
La tecnica di base è piuttosto semplice. Si 
immobilizza la proteina a cui si vuole trovare un 
interattore e la si mette a contatto con un’aliquota 
della libreria fagica. I cloni della libreria che 
esprimono interattori della proteina restano adesi 
al supporto grazie all’interazione con la proteina, 
mentre un lavaggio con acqua rimuove gli altri fagi. 
Vengono a questo punto staccati i fagi dal materiale 
di supporto con una soluzione salina adeguata e 
raccolto l’eluato. I fagi presenti nell’eluato vengono 
messi a contatto con un film batterico e vengono 
collezionati i prodotti delle placche di lisi in un 
nuovo pool fagico. Il pool fagico può subire una 
seconda selezione identica a quella appena 
effettuata per ridutte la diversità, limitare i risultati 
aspecifici e selezionare per una maggiore affinità di legame. 
La seconda tecnica di selezione per l’interazione rilevante, sono i saggi in diibrido, conosciuti meglio come 
2HY (two hybrid). La tecnica 2-Hybrid prende il nome dalla presenza contemporanea nell’organismo scelto 
sia della proteina che si vuole indagare che dell’interattore putativo, la prima fusa a un dominio di binding 
al DNA a formare il “bait”, il secondo legante un dominio di attivazione a formare il “prey”. Questo sistema 
è posto in un organismo progettato in modo che nel suo cromosoma sia presente un gene reporter sotto il 
controllo di un promotore riconosciuto dal DNA binding domain sopra descritto. Se le due proteine 
interagiscono, il dominio di attivazione si 
troverà a formare un complesso con il 
dominio di legame al DNA e, tramite il 
legame di quest’ultimo al DNA dell’ospite, 
portare alla trascrizione del gene reporter. È 
necessario anche nominare gli Screening 2-
Hybrid, ovvero un saggio in cui il bait è 
testato contro una libreria di prey e tramite 
un genere reporter che permette selezione, 
vengono isolati gli organismi che presentano 





The Intacellular Antibody Capture Tecnology (IAC Tecnology o semplicemente IACT) è una tecnica di 
selezione che permette di trovare interattori, sotto forma di ScFv, verso proteine bersaglio funzionali in 
ambiente intracellulare (7–11). L’idea di fondo è che gli interattori di proteine usati in biologia sono inadatti 
per usi biotecnologici in vivo: gli anticorpi selezionati per immunizzazione, che siano questi mono o 
policlonali, non possono essere utilizzati intracellularmente perchè sono proteine multicatena che 
l’ambiente intracellulare, altamente riducente, separerebbe velocemente inibendone la funzione. Alla 
stessa maniera, usare interattori proteici ottenuti per phage display o TwoHybrid non è ottimale in quanto 
proteine preesistenti facilmente svolgono un ruolo all’interno della cellula che potrebbero interferire con le 
condizione sperimentali, se non essere dannose per la vita della cellula stessa. 
Le tecnologie del phage display e dell’immunizzazione inoltre, basandosi su una selezione avvenuta in 
ambiente extracellulare, dove pH, salinità, condizioni di ossidoriduzione, densità e varietà proteica sono 
completamente diversi da quelli intracellulari, solo raramente riescono a portare all’isolamento di 
interattori che sono funzionali anche in ambiente intracellulare. 
L’IACT propone invece una selezione in ambiente intracellulare, basata sul sistema 2 Hybrid, con la 
selezione degli interattori di una proteina bersaglio da una libreria anticorpale di ScFv (12).  
Il bait dell’IACT è del tutto identico a quello descritto per la tecnologia 2-Hybrid con un dominio di legame 
al DNA fuso alla proteina bersaglio, mentre i prey, da generica libreria di prodotti proteici fusi a un dominio 
di attivazione, diviengono libreria di ScFv, un costrutto di catene variabili assemblato in vitro, fusi al 
dominio di attivazione.  
Una trattazione dettagliata dei passaggi necessari all’IACT sarà fatta in materiali e metodi e in risultati. 
Per evitare confusione è necessitario spiegare il legame tra ScFv e i normali anticorpi. Gli ScFv dell’IACT, 
chiamati anticorpi intracellulari, non sono anticorpi naturali, ma assemblamenti in vitro di catene pesanti e 
leggere estratte e retrotrascritte da linfociti dell’animale di origine. Per questo motivo gli ScFv non sono 
proteine esistenti in natura ma un costrutto. L’associazione di catena pesante e leggera per formare ScFv è 
totalmente indipendente dalla associazione dell’anticorpo di origine, cosa che aumenta ulteriormente la 
variabilità della liberia. Tuttavia, gli ScFv non sono nemmeno sequenze casuali: presentano un fold 
conservato e non presentano interruzioni precoci in quanto qualsiasi catena tronca sarebbe stata scartata 
durante la formazione del linfocita. 
Infine la selezione degli ScFv non è dovuta alla selezione nell’organismo di origine in quanto l’animale non 
subisce un inoculo di antigene e le catene estratte provenfono da IgG, ma è una selezione in vitro che può 






1.6. Alfa sinucleina – Introduzione e cenni storici 
Nella Seconda parte dell’introduzione sarà trattata la proteina bersaglio della selezione IACT, l’alfa 
sinucleina, e della patologia principale per cui viene studiata, il morbo di Parkinson. 
L’alfa sinucleina è una proteina a funzione non ancora chiara, si trova prevalentemente nel cervello 
localizzata nei terminali presinaptici e in queste zone la si può osservare associarsi a lipidi e proteine.  
Possiede diversi nomi tra cui i più importanti sono sinucleina, NACP, PNP-14 e sinelfina. 
Il gene dell’alfa sinucleina è SNCA (synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor)) e prende il 
nome dal fatto che alcuni suoi prodotti di degradazione sono stati trovati associati agli aggregati amiloidi 
presenti nel morbo di Alzheimer. La proteina ha capacità aggreganti ed è in grado di formare aggregati 
amiloidi chiamati corpi di Lewy, che sono l’elemento che contraddistingue il morbo di Parkinson. In 
generale le malattie neurodegenerative che coinvolgono gli aggregati della sinucleina sono definite 
sinucleinopatie. 
La proteina è stata osservata per la prima volta nel 1988 negli elettrociti di razza (Torpedo californica) e in 
breve riscontrata con una collezione di cDNA di ratto. Il nome sinucleina si origina in questo periodo in 
quanto nelle prime osservazioni la proteina si localizzava sia a livello nucleare che presinaptico, anche se in 
seguito l’osservazione di localizzazione nucleare è stata fortemente ridimensionata . 
Nel 1990 la proteina è stata riscoperta in bovino come proteina cervello-specifica e denominata 
fosfoneuroproteina-14-kDa (PNP-14). Nel 1993 è stato identificato un secondo peptide del filamento 
amiloide del cervello umano: il non-amyloid-β-component (NAC), il cui precursore NACP risulterà essere 
sempre la sinucleina (13). Nel 1995 la sinelfina, un altro omolgo della sinucleina è stata identificata in 
diamante mandarino (Taeniopygia guttata meglio noto come Zebra Finch) come proteina importante per la 
plasticità neurale durante l’apprendimento. Nel 1994 sono emerse le prime somiglianze tra queste 
sequenze: sono state osservate due sequenze molto simili ma distinte nel cervello umano, una 
corrispondente al NACP e l’altra al PNP-14. Da questo momento nascono i termini α e β Sinucleina (14). In 
seguito a ulteriori scoperte di sequenze omologhe nel cervello umano alla sequenza originale della razza, si 





1.7. Alfa Sinucleina - Struttura 
L’alfa sinucleina è una proteina poco strutturata appartenente a gruppo delle IDP, Intrinsecally Disordered 
Protein (15). Ha un unico dominio anche se si possono identificare 3 segmenti con proprietà differenti (16). 
Il segmento N-terminale (residui 1-60) 
mostra numerose ripetizioni di 11 
aminoacidi con sequenza consensus 
KTKEGV. Queste ripetizioni sono estese 
fino al residuo 93. Ripetizioni di 11 
residui ricordano molto quelle 
caratteristiche del dominio di legame ai 
lipidi delle apolipoptoteine dove 
formano catene anfipatiche di Classe 
A2. Anche le ripetizioni del segmento 
N-terminale delle sinucleine, se si 
suppone assumano un riarrangiamento 
ad alfa elica, mostrano un andamento 
anfipatico con quattro catene di classe 
A2. A supporto di questa somiglianza vi sono anche evidenze sperimentali di associazione a membrane 
lipidiche: la sinucleina è stata osservata associarsi a vari monolayer lipici in vitro, con propensione per le 
micelle cariche di piccole dimensioni (20-25 nm). Non è stata invece osservata interazione con membrane 
neutre, probabilmente grazie ad un contributo della zona C-terminale all’interazione. In seguito al contatto 
con layer lipidici il contenuto medio di alfa eliche passa dal 3 all’80% (17). Data la presenza della sinucleina 
nei terminali presinaptici e la forte colocalizzazione per immunofluorescenza con le vescicole sinaptiche, si 
era supposto che il dominio N-terminale potesse interagire con il bilayer lipidico delle vescicole, tuttavia nel 
frazionamento sub-cellulare la sinucleina viene co-purificata molto debolmente dalle vescicole sinaptiche e 
appare in prevalenza nella frazione citoplasmatica (17).  
La regione Centrale è il NAC (non-amyloid-β-component , residui 61-93) è il nucleo della proprietà 
aggregante della sinucleina (18). Il NAC è il primo elemento della proteina che è stato studiato in campo 
patologico: storicamente si sono osservati solo frammenti di NAC per purificazione degli aggregati amiloidi 
dell’Alzheimer, mentre solo una seconda analisi ha poi permesso l’identificazione della proteina completa 
(13). Il NAC compone poco meno del 10% delle proteine risospese della placca amiloide nei pazienti di 
Alzheimer e anticorpi anti C-terminale della sinucleina hanno dimostrato che questa componente è 
prevalentemente una forma tronca (13). Il meccanismo di associazione del NAC alle placche è ignoto. A 
livello di catena, il NAC contiene le ultime ripetizione del peptide KTKEGV (16). 
Il segmento C-terminale (residui 93-140) è un dominio ricco di residui anionici. È stato dimostrato che 
questa zona sia importante per prevenire l’aggregazione della sinucleina (19). Esperimenti con frammenti 
N-terminali della proteina hanno dimostrato che maggiore è l’erosione del C-terminale, maggiore è la 
predisposizione all’aggregazione (18). È supposto che la carica netta negativa del C-terminale sfavorisca 
l’associazione dei monomeri della sinucleina per repulsione elettrostatica e che sia rilevante per la 






1.8. Il morbo di Parkinson 
Il morbo di Parkinson è prevalentemente una malattia idiopatica con rare forme familiari, è una malattia 
neurodegenerativa, è una sinucleinopatia e sono presenti aggregati amiloidi sotto forma di corpi di Lewy. I 
sintomi del morbo di Parkinson sono prevalentemente motori. Le due scale più utilizzate per valutare la 
gravità dei sintomi nella malattia di Parinson sono la Hoen & Yahr e la UPDRS (Unified Parkinson’s Disease 
Rating Scale) che hanno permesso di dimostrare che la progressione della malattia non è lineare ma più 
veloce nei primi stadi (20, 21). 
Ci sono 4 caratteristiche fondamentali della malattia di Parkinson che sono rappresentate dall’acronimo 
TRAP: Tremore (Tremor at rest), Rigidità (Rigidity), Acinesia (Akinesia, Bradykinesia) e instabilità Posturale 
(Postural Instability) (21). Altri sintomi del morbo sono postura flessa e blocchi motori.  
Il sintomo più evidente e caratteristico della malattia di Parkinson è sicuramente il disordine motorio 
(Bradicinesia-Acinesia-Ipocinesia) e le persone affette hanno difficoltà a pianificare, iniziare e portare a 
termine movimenti e difficoltà nel compiere azioni sequenziali e simultanee. 
Sintomi precoci sono la lentezza di movimento e di reazione, lentezza nel compiere azioni comuni e 
difficoltà nel compiere azioni che richiedono movimenti precisi (come abbottonarsi o scrivere). Il disordine 
motorio nel Parkinson può essere unilaterale e limitato a una piccola zona quanto generale e bilaterale.  
Il tremore è uno dei sintomi più facilmenti riconoscibili del morbo di Parkinson. Normalmente avviene ad 
esordio unilateriale con una frequenza di 5-10 Hertz nell’estremitè distale di un arto. Il tremore del 
Parkinson è facilmente distinguibile perchè è un tremore a riposo. Il tremore inziale si attenua fino a 
scoparire durante il compimento di un’azione, mantenimento di una postura o durante il sonno. È 
riscontrabile nella malattia una seconta tipologia di tremore molto più disabilitante del tremore a riposo, il 
tremore posturale, che compare quando ci si sforza di mantenere una posizione come in situazioni molto 
comuni nella vita di tutti i giorni quali mangiare o scrivere.  
 
La rigidità è un fenomeno dovuto all’aumento del tono muscolare che aumenta la resistenza al movimento. 
Insieme al tremore danno luogo all’effetto cogwheel (a duota dentata) ovvero il cedimento a scatti della 
rigidità durante un’azione. Col progredire della malattia il prevalere del tono dei muscoli flessori rispetto a 
quelli estensori porta all’assunzione di una posizione curva, con il centro di gravità spostato in avanti e 
gambe e braccia lievemente flesse definita camptocormica. La rigidità è spesso associata a dolore che può, 
insieme a altri sintomi della malattia, diventare un elemento per la diagnosi della malattia. 
L’instabilità posturale è l’ultimo grande sintomo della malattia di Parkinson. È un sintomo tardivo dovuto 
alla perdita dei riflessi posturali. I pazienti effetti sono propensi a cadere frequentemente e possono avere 
serie complicazioni dovute alle frequenti cadute come fratture e lesioni da traumi fisici. 
Infine i sintomi non motori della malattia di Parkinson sono: disautonomia (malfunzionamenti del sistema 
nervoso autonomo), anomalie cognitive e sensoriali e disordini del sonno. Malfunzionamenti del sistema 
nervoso autonomo provocano ipotensione ortostatica (brusco calo di tensione nel passaggio di posizione 
da seduta a posizione verticale), problemi di sudorazione, disfunzioni erettile e degli sfinteri. Anomalie 
cognitive comprendono demenza, depressione, apatia, ansia e anche allucinazioni. Alcuni pazienti possono 
anche presentare fenomeni ossessivo-compulsivi e comportamenti impulsivi come il desiderio smodato di 
cibo, ipersessualità, gioco d’azzardo, shopping compulsivo, collezionismo patologico. 
Il legame tra la sinucleina e la malattia di Parkinson non è del tutto chiaro. Si suppone che possa riguardare 
i mitocondri (22) e l’instaurarsi di stress ossidativo (23, 24) , la disfunzione di meccanismi di autofagia (24, 




Tutti questi processi sono notoriamente interconessi e lo sbilanciamento di uno porta all’attivazione degli 
altri. Il meccanismo molecolare di convolgimento della sinucleina nei processi è ignoto. Ciò che è noto è che 
certe mutazioni della proteina possono interferire con dei processi di degradazione da parte del 
proteasoma, oltre a resistervi, aumentando quindi lo stress sulla via autofagica. Allo stesso modo una 
diminuzione del ricambio proteico, e un’accumulo di aggregati porta ad uno stress ossidativo che ha ovvie 
ripercussioni mitocondrali. Anche il processo aptoptotico è facilmente intuibile: oltre ai danni strutturali 
dovuti alla presenza dei corpi di Lewy vi è un danno ai mitocondi e un forte stress ossidativo, tutte 
cartteristiche che facilitano la via. 
A livello fisiopatologico la 
caratteristica meglio nota del 
morbo è la perdita di neuroni 
pigmentati nella substantia nigra 
(25) . La neurodegenerazione non 
è omogenea ma interessa per gran 
parte i neuroni dopaminergici della 
via nigrostriatale (fino all’85%)(27) 
, mentre i neuroni che proiettano 
alle strutture corticali e limbiche 
restano praticamente inalterati.  
Un danno all substantia nigra 
provoca una alterazione della 
funzionalità dei curcuiti dei nuclei 
della base, sia depotenziando la via 
diretta del circuito 
scheletromotorio dei nuclei della base sia potenziando quella indiretta.  Entrambi questi effetti portano ad 
un diminuzione del tono eccitatorio della corteccia frontale (28, 29) , che in ultima analisi determina la 
comparsa dei sintomi motori decritti in precedenza.  
A tale proposito, una delle terapie impiegate nel trattamento della malattia di Parkinson è la 
compensazione della degenerazione dei neuroni dopaminergici  con somministazione di L-DOPA (levodopa). 
Il farmaco è capace di attraversare la barriera ematoencefalica e venire convertita in dopamina 




2. MATERIALI E METODI 
La sezione è dedicata alla descrizione dei materiali utilizzati per l’IACT e ai protocolli di laboratorio meno 
conosciuti impiegati nella tesi. 
2.1. Materiale Biologico 
Vettori: 
Plasmidi esca, “bait”: 
 pMICBD1  (negative control) 
 pMICBD1-SYN 
 pMICBD1-IN-HAT-HA (negative control) 
 pMICBD1-Lamin (negative control) 
 pBTM116-TAU422 (negative control) 
Plasmidi preda, “prey”: 
 plinker220  (negative control) 
 plinker220-ScFv85 (negative control) 
 plinker220-ScFv2 (negative control) 
 plinker220-IN54B (negative control) 
 plinker220-Y1  (positive control) 
Primer: 
 pL220 HindIII Forward AAG CTT ATT TAG GTG ACA CTA TAG 
 pL220 840 Reverse CTT CTT CTT GGG TGC CAT G 
Ceppi di lievito: 
 S.cerevisiae L40 (Invitrogen, # C830-00) 
Mata his3Δ200 trp1-901leu2-3,112ade2LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-lacZ GAL4 
Ceppi di batterio: 
 DH5αF´ (Invitrogen, non più in catalogo) 
F´/endA1 hsdR17 (rK– mK+) glnV44 thi-1 recA1 gyrA (NalR) relA1 Δ(lacIZYA-argF)U169 deoR 
(φ80dlacΔ(lacZ)M15) 
Anticorpi: 
 Anti-lexA monoclonal antibody ( Santa Cruz Biotechnology, # sc-7544) 







 Base Azotata per Lieviti (YNB, Yeast Nitrogen Base) 
senza aminoacidiesolfato d’ammonio   (SIGMA #Y-1251) 
 Bacto Agar       (SIGMA # LP-0011) 
 NaOH        (SIGMA #S-5881) 
 Sale di Adenina emisulfato    (SIGMA #A-9126) 
 L-argininaHCl       (SIGMA #A-5131) 
 L-cisteina      (SIGMA #C-6852) 
 L-treonina      (SIGMA #T-8652) 
 L-acido aspartico     (SIGMA #A-4534) 
 L-isoleucina      (SIGMA #I-2752) 
 L-metionina      (SIGMA #M-9625) 
 L-fenilalanina      (SIGMA #P-2126) 
 L-prolina      (SIGMA #P-0380) 
 L-serina      (SIGMA #S-4500) 
 L-tirosina      (SIGMA #T-3754) 
 L-istidina       (SIGMA #H-8125) 
 L-leucina      (SIGMA #L-8912) 
 L-lisina HCl       (SIGMA #L-5626) 
 L-triptofano      (SIGMA #T-0254) 
 Uracile        (SIGMA #U-0750) 
 Solfato d’ammonio      (SIGMA #A4418) 
 Polietilen glicole    (SIGMA #P-3640) 
 D-(+) Glucosio anidroo     (SIGMA #G-7021) 
 Litio Acetato diidrato     (SIGMA #L-6883) 
 Acido Succinico      (SIGMA #S-7501) 
 Dimetil solfossido –DMSO     (SIGMA #D-8418) 
 Glass beads 425-600 microns acid washed   (SIGMA #G-8772) 
 Estratto di lievito (YE,Yeast extract)   (SIGMA # 70161) 
 Bacto peptone       (SIGMA #LP-0037) 
 Membrana WhatmanProtran per Colony lifts, BA85 (GE #10401116) 
 5-bromo-4-cloro-3 indolil-β -D-galattopiranoside (X-gal) (Eppendorf #0032006.400) 
 N-N-dimetilformamide      (SIGMA #D-4551) 
 Tris       (SIGMA #T-6066) 
 EDTA       (SIGMA #E-5513) 
 NaAC       (SIGMA #E9884) 
 KAc       (SIGMA #S2889) 
 Sorbitolo      (SIGMA #S-6021) 
 Isopropanolo      (SIGMA #I9516) 
 Etanolo       (SIGMA #02860) 
 SDS       (SIGMA #L-4390) 
 Triton X-100      (SIGMA #T-9284) 
 Glicerolo      (SIGMA #G-6279) 
 SYBR green      (Invitrogen #S-33102) 




2.3. Mezzi e Soluzioni 
I terreni utlizzati per L’IACT si dividono in terreni ricchi, adibiti a crescita del ceppo madre e a fasi di crescita 
rapide (fase di crescita da OD=0.3 a OD=0.6) pre-trasformazione, e terreni selettivi dedicati invece a 
mantenere la selezione per plasmidi e verificare l’interazione. 
I terreni selettivi sono terreni minimi assemblati con componenti di base, mentre i terreni ricchi sono meno 
controllati a livello chimico ma garantiscono una sovrabbondanza di nutrienti per una crescita rapida. 
2.3.1. Terreni ricchi 
I terreni ricchi si diversificano per la presenza di adenina e glucosio. Il YPD è il terreno base, quello più usato 
in laboratorio e in letteratura, che presenta glucosio ma non adenina. Il nostro ceppo di laboratorio è 
deficiente di una forma attiva del gene ADE2 (fosforibosilaminoimidazolo carbossilasi) e necessita di 
adenina per crescere. In assenza, il ceppo si colora di rosso acceso per accumulo di un precursore 
dell’aminoacido, ed è indice di inizio di carenza di adenina. Il YPD contiene tracce dell’aminoacido, ma non 
è sufficiente per sopperire alla mancanza a lungo termine. 
Per garantire un lievito meno metabolicamente stressato per le prime fasi dell’IACT, l’adenina viene 
aggiunta al mezzo (YPAD). l’ultimo terreno, il YPA, è un terreno senza glucosio, ed è necessario per i lavaggi 
durante lo Screening iniziale. 
YPD  
 10 g  Estratto di lievito  
 20 g  Bacto Peptone  
 20 g  Bacto Agar  
 20 g Glucosio 
 1L H2O 
 
Porta il pH a 5.8. 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
*Aggiungere solo se si vuole un mezzo solido. Calcolare circa 25mL di soluzione per piastra. 
YPA  
 10 g  Estratto di lievito  
 20 g  Bacto Peptone  
 0.1g  Sale di Adenina emisulfato 
 1L H2O 
 
Porta il pH a 5.8. 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti. 
 
YPAD 
 10 g  Estratto di lievito  
 20 g  Bacto Peptone  
 20 g Glucosio 
 0.1g  Sale di Adenina emisulfato 




Porta il pH a 5.8. 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
 
 
2.3.2. Soluzioni per Terreni selettivi 
YNB senza a.a. e (NH4)2SO4 
 1.2 g  Yeast Nitrogen Base  
 20 g  Bacto Agar* 
 800mL H2O 
 
Porta il pH a 5.8. 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
 
*Aggiungere solo se si vuole un mezzo solido. 
SALI: 
 5.4g  NaOH  
 10g  Acido Succinico 
 5g  Ammonio Solfato  
 22g D-glucosio 
 150mL H2O 
 
Sterilizza per filtrazione con filtri da 0.22 micron. 
conserva a 4 °C fino a 1-2 mesi 
MIX Aminoacidica: 
 5.8 g NaOH  
 1 g Sale di Adenina emisulfato 
 1 g L-arginina HCl 
 1 g L-cisteina  
 1 g L-treonina  
 1 g L-tirosina 
 0.5 g L-acido aspartico  
 0.5 g L-isoleucina 
 0.5 g L-metionina  
 0.5 g L-fenilalanina  
 0.5 g L-prolina  
 0.5 g L-serina 
 80 ml H2O 
 
Sterilizza per filtrazione con filtri da 0.22 micron.  
Aliquota e conserva a -20 °C fino a 1 anno. 
Soluzioni di Aminoacidi Omessi: 
H (Istidina) 
 0.5 g L-Istidina 




Sterilizza per filtrazione con filtri da 0.22 micron.  
Aliquota e conserva a -20 °C fino a 1 anno. 
 
L (Leucina) 
 1 g L-Leucina 
 100mL H2O 
 
Sterilizza per filtrazione con filtri da 0.22 micron.  
Aliquota e conserva a -20 °C fino a 1 anno. 
 
T (Triptofano) 
 1g L-Triptofano 
 100 mL H2O 
 
Sterilizza per filtrazione con filtri da 0.22 micron.  
Aliquota e conserva a -20 °C fino a 1 anno. 
 
 
2.3.3. Terreni Selettivi 
I terreni selettivi sono terreni minimali e servono per mantenere una selezione. Nel disegno sperimentale 
usato, i geni mancanti per la sintesi di triptofano e la leucina vengono suppliti dai plasmidi bait e prey e 
l’assenza dell’aminoacido nel terreno serve a garantire il mantenimento del plasmide. L’istidina invece è il 
marker di interazione e l’enzima che ne permette la sintesi viene prodotto solo in presenza di questa. I 
terreni selettivi vengono definiti per gli aminoacidi di cui sono privi. 
 
 YNB* Sali AAMIX W H L H2O 
SD-W 800 mL  150 mL  10 mL  10 mL 10 mL 20 mL 
SD-L 800 mL  150 mL  10 mL 10 mL 10 mL  20 mL 
SD-WL 800 mL  150 mL  10 mL  10 mL  30 mL 
SD-WH 800 mL  150 mL  10 mL   10 mL 30 mL 
SD-WHL 800 mL  150 mL  10 mL    40 mL 
 
*Usare la versione con Agar se si vuole un mezzo solido. Calcolare circa 25mL di soluzione per piastra. 
 
2.3.4. Materiale per trasformazioni 
TE10x 
 1.21 g Tris 
 0.37 g EDTA 
 100 mL H2O 
 
Porta il pH a 7.5 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
 
LiAc1M (10x) 
 25.5 g LiAc 




Porta il pH a 7.5 con Acido Acetico Glaciale. 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
 
PEG 50%w/v 
 250 g PEG 
 250 mL H2O 
 
Porta il pH a 7.5 con Acido Acetico Glaciale. 
Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
 
Salmon Testis DNA 
 1 g  Salmon Testis DNA  
 50mL TE 1x 
 
Risospendi con ancoretta magnetica fino a dissoluzione. 
Frammenta per sonicazione o meccanicamente con siringhe in ghiaccio 
Sterilizza per filtrazione con filtri da 0.22 micron.  
Aliquota e conserva a -20 °C fino a 1 anno. 
È Necessario bollire l’aliquota per 10 minuti prima dell’utilizzo 
 
TE LiAc 
 1 mL  TE 10x 
 1 mL  LiAc 10x 
 8 mL H2O 
 
 Prepara fresco prima dell’uso. 
 
PEG TE LiAc 
 1 mL  TE 10x 
 1 mL  LiAc 10x 
 8 mL PEG 50% 
 
 Prepara fresco prima dell’uso. 
 
2.3.5. Materiale per βGal Assay  
XGal 
 20 mg  XGal 
 1 mL  N,N dimetilFormamide 
 
 Conserva a -20°C. 
 
Z Buffer 
 16.1 g  Na2HPO4·7H2O 
 5.5 g  NaH2PO4·H2O 
 0.75g KCl 
22 
 
 0.246 g MgSO4·7H2O 
 1 L H2O 
 
 Porta il pH a 7.0  
 Sterilizza in autoclave a 121°C per 15 minuti 
 Conseva a temperatura ambiente. 
ZBuffer + XGal 
 9.8 mL   ZBuffer 
 27 µL   βmercaptoEtanolo 
 167 µL  XGal 
 
 Prepara fresco prima dell’uso. 
2.3.6. Materiale per Estrazione da lievito 
Soluzione di Lisi  
 250 µL   Tris-HCl 2M pH 8 
 2 mL EDTA 0.25M 
 1.2 mL SDS 20% 
 10 mL  H2O Nucleasi-Free 
 
Soluzione di Zimolasi 
 1.5 mL Sorbitolo 2M 
 12.5 µL Tris-HCl 2M pH 8 
 12.5 µL CaCl2 2M 
 25 µL   βmercaptoEtanolo 
 0.5 mL Zimolase 333UE/mL 
 2.5 mL  H2O Nucleasi-Free 
 
 Prepara fresco prima dell’uso. Mantenere in ghiaccio. 
 
Soluzione di Zimolasi per colony PCR 
 50 µL Tris-HCl 20 mM pH 7.5 
 50 µL Zimolase 333UE/mL 
 






Il ceppo di lievito base usato nello screening è il ceppo L40 di S.cerevisiae. il lievito è aploide, auxotrofo per i 
due aminoacidi necessari per il mantenimento del plasmide, il triptofano e la leucina, auxotrofo per il 
marker di interazione, l’istidina. Porta i geni HIS3 e LacZ sotto il controllo di un promotore multiplo di LexA 
(4 o 8 copie) per garantire l’espressione dei geni in presenza locale di un attivatore (sistema two hybrid). 
Ceppo Utilizzato: 
 S.cerevisiae L40 (Invitrogen, # C830-00) 
 
Riferimenti :  
 S. M. Hollenberg, R. Sternglanz, P. F. Cheng, H. Weintraub,  
Molecular and cellular biology 15, 3813–22 (1995) (31)      
Genotipo: 
 Mata his3Δ200  trp1-901 leu2-3,112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-lacZ GAL4 
 
Auxotrofie usate in selezione: 
 gene  mutazione 
 Triptofano   TRP1  trp1-901 
 Leucina   LEU2  leu2-3,112 
 Istidina    HIS3  his3Δ200 
 
Marker per Yeast 2-Hybrid: 
    gene  genotipo  effetto 
 Istidina   HIS3  LYS2::(lexAop)4-HIS3 crescita in assenza di istidina 




 Temperatura: 30°C  
 Tempo: 1 giorno con shaking (attorno ai 200 RPM) in terreno liquido/ 3-4 giorni in terreno solido. 
Conservazione – Breve termine: 
 Temperatura: 4°C  
 Tempo: massimo un giorno in terreno liquido/ massimo 2 settimane per terreni solidi. 
Conservazione – Lungo termine: 
 Temperatura: -80°C  





Una volta cresciuto su piastra il lievito va conservato a 4°C ed è utilizzabile per circa 2 settimane. 
Il lievito può essere propagato se si prende l’accortezza di ristrisciarlo ogni 2 settimane su una nuova 
piastra adeguata e farlo crescere per 3-4 giorni a 30°C prima di riportarlo a 4°C. 
L’L40 cresce al meglio in terreno ricco, solitamente YPD. Col passare del tempo la mancanza del 
supplemento di adenina nel mezzo porta le colonie a tingersi di rosso per accumulo di 5-amminoimidazolo 
ribonucleotide (AIR),un precursore rosso dell’adenina. 
Data la dipendenza dal tempo di questa colorazione, la si può sfruttare come indice di freschezza della 
piastra. 
Nel caso di propagazioni di trasformanti, bisogna fare attenzione a preservare la selezione per il plasmide, 
utilizzando la piastra di terreno selettivo più appropriata. 
Data la presenza di adenina nel cocktail di reagenti per le piastre di terreno selettivo, in queste piastre non 
si osserva nessuna colorazione. 
Anche se è possibile propagare ad eterno la coltura di lievito a 4°C continuando a ristrisciarlo ogni paio di 
settimane, non è consigliabile farlo, poichè ad ogni generazione questo accumula mutazioni,e a lungo 
termine non si potrebbe più garantire il suo genotipo. 
Per conservazioni a lungo termine si preferisce utilizzare i glicerolati. 
La crioconservazione a -80°C prevede sospensioni in soluzioni contenenti glicerolo dal 25 al 50%. Il lievito 
può provenire sia da colonie, che vanno risospese e vortexate, sia da una coltura liquida. La condizione 
ottimale per i glicerolati è bloccare il lievito nella fase esponenziale. 
Una volta ottenuti i glicerolati, per utilizzare il lievito è sufficiente prenderne una piccola aliquota con un 
putale sterile quando sono ancora semi-solidi e ristrisciarli in piastra adeguata. È consigliata una piastratura 
a quattro quadranti per sgranare le colonie. Dopo 3-4 giorni in incubatore a 30°C i lieviti possono essere 





La libreria è la chiave del sistema two hybrid usato nell’IACT. L’IACT utilizza una libreria di catene variabili 
sotto forma di ScFv unite ad un dominio di attivazione VP16. L’utilizzo di catene variabili è il punto chiave 
della tecnologia perché garantisce la diversità (sia “naturale” per la presenza di tutte le forme create 
dall’organismo da cui si ottengono le catene variabili, sia una diversità dovuta all’assemblamento 
combinatoriale di VH e VL durante la formazione dell’ScFv), una sequenza priva di interruzioni precoci (un 
problema di librerie randomizzate, garantita dal fatto che la fonte di variabilità è dovuta a un repertorio 
dell’organismo) e da una struttura controllata (in quanto la variabilità è concentrata nelle CDR mentre il 
fold è principalmente dovuto al backbone poco variabile). 
Origine: 
 Mouse, Naïve, ReAmp. 
IgG di Topo non immunizzato, Ri-Amplifificata da 1 aliquota. 
 
Diversità teorica stimata: 
 3.28 x 10^7 plasmidi unici 
 
Vettore :  
 pLinker220  
 
Tipologia Vettore :  
Ospite multiplo: 
 Batterio: plasmide episomale di mantenimento 
 Lievito: plasmide episomale di espressione 
 
Marker di selezione: 
   Organismo gene  effetto 
 Leucina Lievito  LEU2  permette la crescita in mezzi senza leucina aggiunta 
 Ampicillina Batterio Bla  permette la crescita in terreni con Ampicillina 
 
Origine di replicazione: 
 Lievito   2µ 





2.6. Analisi della libreria 
La libreria è stata riamplificata in laboratorio da una piccola aliquota e necessitava di essere validata prima 
di essere utilizzata. La necessità di una buona libreria è ulteriormente trattata nella discussione 
La validazione è avvenuta in 7 step: 
I. Trasformazione in batteri – metodo chimico 
II. Selezione di 100 colonie 
III. Colony-PCR degli inserti delle conlonie scelte 
IV. Fingerprint (Digestione con BstN1 e corsa su gel di acrilamide 8%) 
V. Estrapolazione delle lunghezze delle bande con GelQuest™ 
VI. Ricerca pattern Identici con Script da me sviluppato (vedi appendice) 
VII. Sequenziamento cloni da pattern identico 







Il bait è il secondo componente del sistema two hybrid. Nei two hybrid i bait sono proteine di fusione tra un 
dominio di legame al DNA e la proteina da analizzare, nel caso in questione è una proteina di fusione tra il 
DNA Binding Domain di LexA (LexA-DBD) e l’alfa sinucleina umana. Il termine per comodità è esteso anche 
al plasmide che contiene il gene del bait. 
2.7.1. pMICBD1 
Riferimenti :  
 M. Visintin, G. A. Meli, I. Cannistraci, A. Cattaneo,  
Journal of immunological methods 290, 135–53 (2004). (7)      
Tipologia Vettore :  
Ospite multiplo: 
 Batterio: plasmide episomale di mantenimento 
 Lievito: plasmide episomale di espressione 
 
Marker di selezione: 
   Organismo gene  effetto 
 Triptofano Lievito  TRP1  permette la crescita in mezzi senza triptofano 
 Cloramfenicolo Batterio Cam  permette la crescita in terreni con Cloramfenicolo 
 
Origine di replicazione: 
 Lievito   2µ 








2.7.2. SYN [pMICBD1-SYN] 
Cortesemente fornito da: 
 Michele Chirichella, Scuola Normale Superiore. 
 
Vettore :  
 pMICBD1 
 
Marker di selezione: 
   Organismo gene  effetto 
 Triptofano Lievito  TRP1  permette la crescita in mezzi senza triptofano 
 Cloramfenicolo Batterio Cam  permette la crescita in terreni con Cloramfenicolo 
 
Origine di replicazione: 
 Lievito   2µ 
 Batterio  ColE1 
 
Inserto: 
 Alfa Sinucleina umana [SNCA] 
 
Proteina espressa: 








2.7.3. Lamin [pMICBD1-Lamin] 
Riferimenti :  
 M. Visintin, E. Tse, H. Axelson, T. H. Rabbitts, A. Cattaneo, Selection of antibodies for intracellular 
function using a two-hybrid in vivo system.,Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 
of America 96, 11723–8 (1999). (32)        
Vettore :  
 pMICBD1 
 
Marker di selezione: 
   Organismo gene  effetto 
 Triptofano Lievito  TRP1  permette la crescita in mezzi senza triptofano 
 Cloramfenicolo Batterio Cam  permette la crescita in terreni con Cloramfenicolo 
 
Origine di replicazione: 
 Lievito   2µ 
 Batterio  ColE1 
 
Inserto: 
 Lamina umana [LMNA] 
 
Proteina espressa: 








2.7.4. TAU [pBTM116-TAU422] 
Riferimenti :  
 M. Visintin et al., The intracellular antibody capture technology (IACT): towards a consensus sequence 
for intracellular antibodies., Journal of molecular biology 317, 73–83 (2002). (8)       
Vettore :  
 pBTM116 
Marker di selezione: 
   Organismo gene  effetto 
 Triptofano Lievito  TRP1  permette la crescita in mezzi senza triptofano 
 Ampicillina Batterio bla  permette la crescita in terreni con Ampicillina 
 
Origine di replicazione: 
 Lievito   2µ 
 Batterio  ColE1 
 
Inserto: 
 Proteina TAU troncata all’aminoacido 422 [MAPT] 
 
Proteina espressa: 








2.8. Validazione del bait 
Prima di poter essere usati, i bait devono essere validati. 
La validazione dei Bait, come la costruzione, è stata eseguta da Simonetta Lisi e Michele Chirichella della 
Scuola Normale Superiore. 
Il processo che porta alla validazione di un Bait è: 
 Sequenziamento 
 Test per la tossicità 
 Test per l’espressione 
 Test per l’attivazione spontanea del repoter 
 Preparazione del glicerolato 
Un bait validato è un bait che esprime la proteina di fusione, non è letale per l’organismo ospite e non 
attiva spontaneamente i marker di selezione. La traformazione del bait è unica ed è utilizzata per tutti i test 
successivi. La validazione avviene su un numero limitato di colonie, quella che esprime meglio il bait e non 
presenta problemi di transattivazione viene glicerolata. 
La validazione dei bait non è un processo rigoroso: eventuali problemi di transattivazione possono venire 
corretti con l’uso di 3-amino-triazolo, un inibitore competitivo di HIS3, eventuali problemi di tossicità 
possono essere risolti con l’attivazione condizionale del gene con un promotore inducibile. 
Preparazione del bait + Test per la tossicità 
I. Trasformare il bait in L40 con il protocollo di trasformazione in piccola scala 
II. Piastrare su piastra SD-W 
Test per la tossicità negativo se si osserva dopo 3-4 giorni una crescita su piastra 
III. Prelevare e ristrisciare su piastra SD-W 3 colonie sulle quali effettuare i successivi test 
Test per l’espressione 
I. Crescere O/N le colonie in SD-W liquido. 
II. Prendere una aliquota e fare crescere in terreno ricco da OD600 = 0.3 a OD600 = 0.6  
III. Estrarre le proteine. 
IV. Correre le proteine su un gel di poliacrilamide al 10-12% 
V. Trasferire e fare un western blot con anticorpi anti-LexA o anti- proteina fusa. 
Positivo se si osserva una banda al peso molecolare della protina di fusione 
Test per l’attivazione spontanea del repoter 
I. Ristrisciare su piastre SD-W e SD-WH. 
II. Attendere la crescita su SD-W e fare un βGal colony lift assay. 




2.9. IACT Pipeline 
Transformazione del bait in L40 / Glicerol Stock 
↓ 
Crescita in piastre SD-W 30°C3 giorni 
↓ 
Pre-inoculo: Crescita in SD-WO/N a 30°C 
↓ 




Ristrisci su piastre SD-WHL plates at 30°C3 days 
↓ 
βgal Colony lift assay 
↓ 
Selezione dei cloni positivi 
↓ 
Colony PCR e fingerprinting con BstNI 
↓ 
Estrazione del DNA dal Lievito 
↓ 






βgal Colony lift assay 
↓ 
Analisi del target di interazione  
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2.10. Trasformazione in lievito, grande scala (screeninig) 
Lo screening è il nucleo dell’IACT. È una trasformazione della libreria in un lievito che già conteneva il bait. 
La trasformazione è sequenziale, in quanto cotrasformare il lievito con libreria e bait danneggia 
enormemente l’efficienza di trasformazione, in quanto per crescere il lievito deve sopravvivere allo shock 
chimico-fisico, assicurarsi una copia del bait, assicurarsi almeno un prey che porti a una attivazione di HIS3. 
Inoltre l’inserimento sequenziale di bait e prey permette di controllare lo status del bait nelle cellule 
trasformate visto che si trasformano solo cellule in cui il bait è stato certificato. 
Nella trasformazione di lievito in grande scala è presente una fase di recovery: screening modello (dati non 
pubblicati) hanno dimostrato che la rimozione della fase di recovery è deleteria in quanto il numero di 
colonie ottenute dallo screening primario era notevolmente ridotto, ragionevolmente dovuto alla 
piastratura delle cellule quando sono ancora indebolite (per danni alla parete) dalla trasformazione. 
Screening con fase di recovery estesa a overnight tuttavia avevano anche dimostrato che una fase di 
recovery troppo lunga portava ad un eccessivo numero di duplicazioni, problematico per l’analisi, in quanto 
non è il semplice numero di colonie che è importante, ma anche la diversità. Banalmente, trovare 30 
colonie diverse è preferibile rispetto a trovare 300 colonie tutte uguali, perche in ultima analisi vuole dire 
avere un solo plasmide su cui lavorare. 
I passaggi necessari per lo screening sono: 
I. Preparare del lievito contenente il bait in maniera certificata. Può essere fresco dopo la 
certificazione o ristrisciato fresco da un glicerolato. 
Preparare: 
 1 aliquota (circa 500µg) di Libreria 
 10 piastre SD-WL (10 cm)  
 20 piastre SD-WHL (15 cm)  
 2 L YPAD 
 1 L YPA 
 1.5 L SD-WL 
 1.5 L SD-WHL  
 150 mL SD-W 
 100 mL TE 10X 
 500 mL TE 1x 
 20 mL LiAc10X 
 150 mL PEG 50%  
 20 ml DMSO 
 Salmon Testis DNA 10 mg/mL 
II. Pre-Inoculo: Crescere O/N il lievito (30°C, 235 RPM) in 50mL di SD-W. 
III. Inoculo: prendere una aliquota e inoculare per una crescita (30°C, 235 RPM) O/N in 150mL di SD-W 
in modo da ottenere un OD600 di circa 4 la mattina successiva. 
Se si sanno i tempi di duplicazione del lievito con il bait, usare quelli, altrimenti calcolare 3 ore a 
duplicazione. L40 con pMICBD1-SYN duplica in 3h e 14m in SD-W 
IV. Prelevare una aliquota di coltura e  portarla a OD600=0.3 in 1L di YPAD preriscaldato a 30°C 
V. Incubare la coltura a 30°C 235RPM fino a OD600=0.6. 
VI. Nell’attesa preparare: 
 20mL TE-LiAc 
 140mL PEG-TE-LiAc 
Bollire il DNA carrier (Salmon Testis) a 95°C per 10m e mischiarlo con l’aliquota di libreria. 
VII. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
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VIII. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in TE 1x (q.b.) per lavare le cellule 
IX. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
X. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in 20mL di TE-LiAc  
XI. Aggiungere la Libreria+CarrierDNA alla coltura 
XII. Aggiungere 140mL di PEG-TE-LiAc 
XIII. Mischia e incuba 30°C 150RPM per 30m 
XIV. Aggiungi 17.6mL di DMSO 
XV. Poni la beuta a 42°C in un bagno termico per 15m mescolando ogni paio di minuti. 
XVI. Raffredda velocemente aggiungendo 400mL di YPA preraffreddato e ponendo la beuta per qualche 
minuto in un bagno di acqua e ghiaccio 
XVII. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
XVIII. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in 500mL di YPA  
XIX. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
XX. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in 1 L di YPAD preriscaldato.  
XXI. di coltura e incubare il resto a 30°C 150RPM per 4h (fase di Recovery) 
XXII. Nell’attesa, centrifugare e lavare l’aliquota in TE 1x. 
Diluire fino a ottenere campioni con 10-4,10-5,10-6,10-7 volte la concentrazione della coltura iniziale e 
piastrare su piastre SD-WL per calcolare l’efficienza di trasformazione. 
XXIII. Finita l’incubazione, prelevare una aliquota da 1mL e centrifugare il resto a 1500g per 5m a RT. 
XXIV. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in 400mL di SD-WHL  
XXV. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
XXVI. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in 50mL di SD-WHL  
XXVII. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
XXVIII. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in SD-WHL fino a un volume totale di 6mL.  
XXIX. Piastra sulle 20 piastre SD-WHL (circa 300µL/piastra, fino a esaurimento coltura) 
XXX. Centrifugare e lavare la seconda aliquota in TE 1x. 
Diluire fino a ottenere campioni con 10-5,10-6,10-7,10-8 volte la concentrazione della coltura iniziale e 
piastrare su piastre SD-WL per calcolare il numero di duplicazioni avvenute durante il recovery. 
XXXI. Incuba tutto a 30°C 
XXXII. Dopo 3 giorni dall’incubazione, togli le piastre SD-WL e calcola efficienza di trasformazione e il 
numero di duplicazioni avvenute in fase di recovery. 
XXXIII. Dopo 7 giorni dall’incubazione, e ogni giorno successivo fino a 10 giorni dall’incubazione, preleva, 
numera e ristriscia (in doppio in piastre SD-WL e SD-WHL) tutte le colonie visibile che sono 




2.11. Trasformazione in lievito, piccola scala 
La trasformazione in piccola scala non è troppo diversa da una trasformazion per lo screening. 
Le differenze consistono principalmente nell’eliminazione delle fasi di pre-inoculo e ricovery e la riduzione 
del numero di lavaggi. Anche il materiale utilizzato è in quantità minori, come il nome suggerisce. 
La trasformazione in piccola scala serve per le trasformazioni di routine, senza ricercare un alta efficienza di 
trasformazione. Lo Screening secondario e la verifica del target di interazione sono trasformazioni in piccola 
scala. 
Il protocollo prevede: 
I. Preparare del lievito contenente il bait in maniera certificata. Può essere fresco dopo la 
certificazione o ristrisciato fresco da un glicerolato. 
Preparare per 24 trasformazioni: 
 I plasmidi da trasformare 
 4 Piastre SD-WL (6 settori per piastra) 
 4 Piastre SD-WHL (6 settori per piastra) 
 200mL YPD 
 50 mL SD-W 
 150 mL H2O sterile 
 3 mL TE 10X 
 2.5 mL LiAc10X 
 15 mL PEG 50%  
 2 mL DMSO 
 1.2 mL Salmon Testis DNA 2 mg/mL 
II. Inoculo: Crescere O/N il lievito (30°C, 235 RPM) in 50mL di SD-W. 
III. Prelevare una aliquota di coltura e  portarla a OD600=0.3 in 200 mL di YPD 
IV. Incubare la coltura a 30°C 235RPM fino a OD600=0.6. 
V. Nell’attesa preparare: 
 9 mL TE 1x   (300µL/trasformazione +extra) 
 3 mL TE-LiAc   (100µL/trasformazione +extra) 
 18 mL PEG-TE-LiAc  (600µL/trasformazione +extra) 
Bollire il DNA carrier (Salmon Testis) a 95°C per 10m 
preparare nelle provette: 
 200 ng DNA da trasformare 
 100 µg DNA carrier (Salmon Testis DNA) 
VI. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
VII. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in H2O 1x (q.b.) per lavare le cellule 
VIII. Centrifugare la coltura a 1500g per 5m a RT. 
IX. Scartare il surnatante e risospendere la coltura in 3mL di TE-LiAc  
X. Dispensare la coltura nelle provette (100µL a provetta) 
XI. Aggiungere 600 µL di PEG-TE-LiAc in ogni provetta 
XII. Mischia con il vortex e incuba 30°C 235RPM per 30m 
XIII. Aggiungi 70 µL di DMSO a provetta 
XIV. Sposta le provette in un bagno termico a 42°C per 15m. 
XV. Raffredda velocemente in ghiaccio. 
XVI. Aggiungi H2O sterile fino a riempire le provette 
XVII. Centrifugare a 5000g per 5m a RT. 
XVIII. Scartare il surnatante e risospendere in 100µL TE 1x a provetta 
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XIX. Piastrare sulle piastre SD-WHL e SD-WL (20-30 µL a settore) 
2.12. βGal colony lift assay 
il βGal colony lift assay è il test che è stato utilizzato per rilevare l’espressione della β-Galattosidasi nel 
campione. Il rilevamento è ottenuto per la scissione ad opera di una eventuale β-Galattosidasi dell’X-Gal in 
Galattosio e nel composto colorato 5-bromo-4-cloro-3-idrossindolo. Il risultato è che un composto (nel 
nostro caso una piccola biomassa adesa ad una membrana) contenente l’enzima si tinge di blu. 
Materiale Necessario: 
 Filtri in Nitrocellulosa circolari 
 Dischi di carta Whatman  
 Z Buffer  
 Soluzione di X-Gal 
 βmercaptoEtanolo 
 Piastra da 10 cm con lievito da analizzare 
Procedimento 
I. Preparare una soluzione fresca di (per 4 piastre): 
 9.8 mL  Z Buffer 
 27 µL βmercaptoEtanolo 
 167 µL Soluzione di Xgal 
II. Imbibere ogni membrana Whatman con 2.5 mL di Soluzione 
III. Adagiare il filtro di nitrocellulosa sulla piastra e dopo una lieve pressione, sollevare la membrana 
facendo attenzione che questa abbia raccolto una buona parte della biomassa. 
IV. Immergere il filtro nell’azoto liquido per 2-3 minuti 
V. Togliere il filtro dall’azoto, fare scolngelare per qualche secondo e posarlo (faccia coi lieviti in su) 
sulla cartaWhatman  bagnata 
VI. Incubare O/N a 30°C 
 
Il test è positivo se la biomassa adesa alla membrana si colora di blu. 




2.13. Colony PCR 
La colony PCR è una tecnica che permette di fare l’amplificazione di un piccolo segmento di DNA 
direttamente dal microrganismo che lo contiene. In sostanza, permette di fare la PCR senza estrarre prima 
il DNA dall’organismo. 
Il lievito necessita di una prima fase di distruzione della parete che avviene con l’incubazione in una 
soluzione di zimolasi, successivamente uno shock termico provvede a disfare le membrane cellulari. 
I. Preparare una quantità adeguata di soluzione di Zimolasi per colony PCR 
II. Preparare tante provette da PCR quanti i campioni e dispensare 10µL di soluzione in ogni provetta 
III. Con un puntale sterile prendere una picoola quantità di materiale e metterla nella provetta. 
IV. Avvia un programma: 
 
V. Preparare un mix di PCR: (per campione) 
 4 µL Buffer Taq Polimerasi Green 5x 
 0.4 µL dNTP 
 1 µL Primer Forward 
 1 µL Primer Reverse 
 3.35 µL H2O sterile 
 0.25 µL Taq Polimerasi 
VI. Aggiungere 10µL di mix di PCR ad ogni campione 
VII. Avviare un programma: 
 








   
37°C               60m
95°C                  5m







   
4°C       ∞
72°C     1m 72°C     1m 
50°C    30s 





Il fingerprint è il metodo che permette il riconoscimento di plasmidi identici selezionati 
indipendentemente. Può succedere, ed è comune, che cloni identici siano selezionati in maniera 
indipendente o per duplicazioni nella fase di recovery o per presenza in copia multipla del plasmide nella 
libreria. In ogni caso, la presenza di copie dello stesso plasmide, se non vengono escluse, portano a una 
notevole perdita di tempo dell’operatore che analizzerebbe più volte la stessa copia. 
Basandosi sul fatto che frammenti identici se digeriti portano ad un patter elettroforetico identico, si è 
usato il fingerprint per escludere dall’analisi successiva plasmidi identici senza doverli sequenziare tutti. 
L’enzima di restrizione usato per il fingerprint è BstNI, un frequent-cutter, che permette di ottenere molte 
bande anche se il frammento digerito è relativamente corto. 
I. Preparare un mix di digestione: (per campione) 
 2 µL Buffer 2 NEB 
 0.2 µL BSA 100x 
 0.2 µL BstnI 10U/µL 
 9.6 µL H2O sterile 
II. Aggiungere ad ogni campione 8µL di prodotto di PCR e 12µL di mix di digestione. 
III. Avviare un programma: 
 
IV. Preparare un gel di agarosio all’8%, in vetri da 20 cm. Per Gel: 
 6 mL TBE 
 16 mL H2O 
 8 mL soluzione di Acrilamide/BisAcrilamide 
 300 µL Ammonio Persolfato 
 30 µL TEMED 
V. Caricare 2 µL di campione digerito per pozzetto e correre per 45 min a 300 V. 
VI. Rimuovere il gel dai vetri e immergerlo in una soluzione di Etidio Bromuro o SYBR Green. 
VII. Ottenere una immagine del fingerprint. 
VIII. Usare GelQuest™ per ottenere le lunghezze delle bande. 
IX. Usare lo Script #1 per identificare le coppie di pattern identici. 
X. Verificare a occhio. 







   
4°C       ∞
60°C     2h 
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2.15. Estrazione da lievito - DNA 
Il protocollo prevede: 
I. Inoculare in 3 mL di SD-L ogni campione da estrarre 
II. Crescere O/N 30°C a 235 RPM 
III. Pellettare per centrifugazione 1m a max speed in centrifuga da banco 
IV. Rimuovere surnatante 
V. 3 cicli di: 
 1m in ghiaccio secco 
 1m in heatblock a 37°C 
VI. Aggiungere 250 µL di Soluzione di Ziomolasi ad ogni campione e risospendere 
VII. Incubazione di 30m a 37°C 
VIII. Aggiungere 200 µL di Soluzione di Lisi ad ogni campione e mescolare per inversione 
IX. Aggiungere 100 µL di KAc 5M ad ogni campione e mescolare per inversione 
X. Centrifugazione 5m a max speed in centrifuga da banco 
XI. Recuperare il surnatante 
XII. Aggiungere 700 µL di Isopropanolo ad ogni campione e mescolare per inversione 
XIII. Centrifugazione 5m a max speed in centrifuga da banco 
XIV. Rimuovere il surnatante 
XV. Aggiungere 300 µL di TE 1x con RNAsi 50 µg/mL ad ogni campione risospendere 
XVI. Incubazione di 60m a 37°C 
XVII. Aggiungere 30 µL di NAc 2M e 300 µL di Isopropanolo ad ogni campione e mescolare per inversione 
XVIII. Centrifugazione 5m a max speed in centrifuga da banco 
XIX. Rimuovere il surnatante 
XX. Lavare con Etanolo al 70% 
XXI. Rimuovere l’etanolo e asciugare all’aria. 





2.16. Estrazione da lievito – proteine 
2.16.1. Protocollo Triton X-100 
I. Prendere una singola colonia dal campione da analizzare e inoculare in 10mL di SD-W. 
II. Crescere O/N a 30°C 
III. Prelevare una aliquota di coltura e  portarla a OD600=0.3 in 10-30 mL di YPD 
IV. Incubare la coltura a 30°C 235RPM fino a OD600=0.6. 
V. Pellettare le cellule centrifugando a 1500g per 5m.  
VI. Rimuovere il surnatante e risospendere in H2O. 
VII. Pellettare le cellule centrifugando a 1500g per 5m.  
VIII. Rimuovere il surnatante e risospendere in TE 1x con inibitori delle proteasi. 
Mantenere in ghiaccio. 
IX. Aggiungere 1 g di biglie di vetro 
X. Ripetere 4 volte: 
 1m Agitare in Vortex. 
 1m Tenere in Ghiacchio. 
XI. Recuperare il surnatante. 
XII. Aggiungere 1/9 di volume di Triton X-100 20%  
XIII. Mischiare in vortex per 30s. 
XIV. Centrifugare 13000g per 15m a 4°C. 
XV. Recuperare il surnatante e quantificare con il metodo di Bradford. 
XVI. Conservare a -20°C 
 
2.16.2. Protocollo SDS / Triton X-100 
I. Prendere una singola colonia dal campione da analizzare e inoculare in 10mL di SD-W. 
II. Crescere O/N a 30°C 
III. Prelevare una aliquota di coltura e  portarla a OD600=0.3 in 10-30 mL di YPD 
IV. Incubare la coltura a 30°C 235RPM fino a OD600=0.6. 
V. Pellettare le cellule centrifugando a 1500g per 5m.  
VI. Rimuovere il surnatante e risospendere in H2O. 
VII. Pellettare le cellule centrifugando a 1500g per 5m.  
VIII. Rimuovere il surnatante e risospendere in 400 µL TE 1x con inibitori delle proteasi.  
Mantenere in ghiaccio. 
OPPURE 
I-VIII.       Con uno Scraper recuperare l’intera Biomassa dalla piastra.  
Risospendere inTE 1x con inibitori delle proteasi.Mantenere in ghiaccio. 
 
IX. Aggiungere 1 g di biglie di vetro 
X. Ripetere 4 volte: 
 1m Agitare in Vortex. 
 1m Tenere in Ghiacchio. 
XI. Recuperare il surnatante. 




XIII. ETOT: Aggiungere 1/9 di volume di SDS 10%  
XIV. ETOT: Sonicare con sonicatore a immersione  
XV. ETOT: Bollire per 5m a 95°C.  
XVI. ETOT: Conservare a -80°C 
 
XVII. Tx:  Aggiungere 1/19 di volume di Triton X-100 20%  
XVIII. Tx:  Mischiare in vortex per 30s. 
XIX. Tx:  Centrifugare 13000g per 15m a 4°C. 
XX. Tx:  Separa il pellet (TxINS) dal supernatante (TxSOL) 
 
XXI. TxSOL: Conservare a -80 
 
XXII. TxINS: Risospendere in TE 1x con inibitori delle proteasi. 
XXIII. TxINS: Centrifugare 13000g per 15m a 4°C. Scartare il surnatante. 
XXIV. TxINS: Risospendere in 90µL TE 1x con inibitori delle proteasi. 
XXV. TxINS: Aggiungere 10µL di SDS 10%  
XXVI. TxINS: Sonicare con sonicatore a immersione  
XXVII. TxINS: Bollire per 5m a 95°C. Conservare a -80 
 





L’obiettivo di questa tesi era l’utilizzo del metodo sperimentale dell’IACT per isolare una molecola capace di 
interagire con la sinucleina in ambiente intracellulare. 
Prima di introdurre i risultati riassumiamo brevemente i passaggi necessari per l’IACT. I candidati interattori 
si trovano in origine in una collezione di costrutti ottenuti a partire da un retrotrascritto di catene variabili 
di topo. Il primo step prevede una trasformazione del DNA in lievito dove far avvenire la prima selezione. 
Questo lievito viene testato per la produzione di Istidina e per la presenza di βGalattosidasi, i marker di 
interazione del nostro sistema. Per scartare i “falsi positivi” dei test, dovuti a interazioni anomale, viene 
ripetuto il test: in primo luogo viene estratto il DNA dal lievito, poi trasformato in batterio per purificare il 
plasmide che porta all’interazione, infine ritrasformato in lievito per ripetere i test. Il candidato interattore 
che si riconferma positivo ai test nella seconda trasformazione, viene sottoposto a un test di specificità di 
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3.1. Screening primario 
Lo screening primario è stato effettuato utilizzando il protocollo di trasformazione del lievito in grande scala 
(vedi paragrafo 2.10). 
È stato piastrato 1 Litro di coltura (circa 1.8 x 1010 cellule) in 16 piastre SD-WHL. La stima del numero di 
trasformanti totali, ottenuta con l’analisi di una piccola aliquota (1/1000 di coltura), è di 3.50 x 10
7 CFU (vedi 
Figura 5.1). L’efficienza di trasformazione è di 7 x 107 CFU per ogni µg di DNA di libreria utilizzato.  La 
percentuale di lieviti che dopo la trasformazione sono rimasti vivi e hanno ricevuto almeno un plasmide è 
dell’ 1.94‰. 
Il numero di duplicazioni dovute alla fase di recovery è di 0.88, quindi minore del range di 2-4 duplicazioni 
pianificato, ma comunque accettabile. 
Dopo 10 giorni di crescita, il numero totale di colonie isolate è stato 395, ogni colonia è stata ristrisciata in 
una nuova piastra SD-WHL e SD-WL. Tutti i 395 cloni, dopo 3 giorni di incubazione a 30°C hanno mostrato 
una ricrescita (vedi Figura 5.3). 
 
  
 Formula Risultato 
Numero trasformanti Media di conta su piastra           
Efficienza di trasformazione 
Num            
 gDNA
⁄         
Percentuale di trasformazione (
               
                         
)       
Numero trasformanti dopo il 
recovery (fase di doublings) 
Media conta su piastra           
Numero di duplicazioni     
Num              
Num            
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3.2. βGal Colony lift Assay (primario) 
La selezione su terreno SD-WHL è in teoria sufficiente per la selezione dell’interazione, tuttavia diversi 
fattori, quali un attivazione spontanea del marker dell’istidina, una crescita aspecifica situata in vicinanza di 
zone producenti istidina, contaminazioni che portano una produzione locale dell’amminoacido e altri fattori 
ignoti possono portare a crescita anche se il microrganismo non ha ricevuto un plasmide che da origine a 
un interattore. Per ovviare a questo problema si utilizza un secondo marker per aumentare la specificità: la 
βGalattosidasi. La maggior parte della crescita del primario risulta infatti negativa a questo secondo test. Il 
fallimento del test è indice di crescita anomala, e viene di conseguenza scartata la colonia. La necessità di 
due sistemi di verifica di interazioni è necessario per qualsiasi sistema Two-Hybrid e quindi anche per 
l’IACT. 
Nel nostro caso, dopo lo screening e dopo i 3 giorni di crescita a 30°C, i cloni cresciuti su SD-WL sono stati 
testati per la β-Galattosidasi. Dei 395 cloni iniziali, solo  43 hanno metabolizzato l’X-Gal colorandosi di Blu 
nel test(vedi Figura 5.4). 
 
  
Fig 3.2.1 Esempio di βGal Colony lift Assay. 
La colorazione blu è indice di interazione 
positiva. Per ulteriori informazioni e per i 
dati per l’intero screening primario fare 
riferimento all’appendice Figura 5.4 
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3.2.1. Ripetizione del βGal Colony lift Assay VARIAZIONE 
Di norma, questi cloni vengono immediatamente processati e viene estratto loro il plasmide, tuttavia è 
stata discussa in laboratorio la possibilità che, siccome l’estrazione del plasmide viene fatta dal ristriscio su 
piastra SD-WHL mentre la biomassa per il βGal Colony lift Assay proviene dalla piastra SD-WL, il test fatto 
sulla colonia cresciuta su piastra SD-WL non fosse ottimale. Per verificare questa ipotesi, è stato fatto un 
breve test di uguaglianza di queste due condizioni. 
Sono state ristrisciate nuovamente le colonie che hanno mostrato una positività al test per la 
βGalattosidasi, sia su piastra SD-WHL che su SD-WL, in modo da formare una X: un braccio della X 
proveniva dal ristriscio su SD-WHL, l’altro braccio dal ristriscio SD-WL. 
Il risultato atteso era l’uguaglianza dei cloni provenienti dalla piastra SD-WHL e quelli della SD-WL. Ci si 
aspettava che ricrescessero sul terreno selettivo (SD-WHL) e che il βGal Colony lift Assay fatto sulla piastra 
SD-WL mostrasse un patter Blu ubiquitario. L’esperimento ha invece evidenziato importanti differenze.  
I lieviti sono cresciuti sulla piastra selettiva, ma il βGal Colony lift Assay ha mostrato che in alcuni casi il 
braccio proveniente dal lievito cresciuto sul terreno selettivo non si colorava come il braccio proveniente 
dal terreno non selettivo. Ancora più inaspettato è che in 32 casi su 43 il lievito non ripresentava la 
colorazione blu al βGal Assay che aveva mostrato in origine (vedi Figura 5.5). Siccome questa procedura 
non era standard, non è stato scartato alcun clone, confidando nel fatto che in ogni caso questi cloni 
sarebbero stati nuovamente selezionati durante lo screening  secondario. 
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3.3. Colony PCR e Fingerprinting 
Dopo il Iario andrebbero estratti i plasmidi dalle colonie, tuttavia in screening precedenti (dati non 
pubblicati) si è notato che una buona porzione di queste colonie sono dovute a plasmidi identici. Questo è 
possibile per la duplicazione in fase di recovery o per la presenza in copie multiple del plasmide nella 
aliquota di libreria utilizzata. In ogni caso, è una rilevante perdita di tempo ripetere le estrazioni e analisi 
per plasmidi identici. Per evitare questi problemi si è inserita una fase di fingerprinting degli ScFv dei 
plasmidi nelle colonie; il fingerprint viene fatto su dei prodotti di PCR ottenuti con una colony PCR da 
lievito. 
La colony PCR è stata fatta con la TAQ polimerasi, prendendo una biomassa pari a poco meno di una punta 
di puntale. La colony PCR è venuta di qualità scarsa, ma accettabile (Figura 5.6). 
Il prodotto di PCR è stato quindi digerito con BstNI e corso in gel di poliacrilamide (i risultati sono visibili in 
Figura 5.7).  
È evidente che la qualità dell’esperimento non è eccellente, tuttavia per verificare la presenza di colonie 
uguali, è più che sufficiente. Si notano visibilmente che la colonia 33 e la colonia 235 sono identiche e che la 
colonia 29 contiene tutte le bande della colonia 33 ma anche banda aggiuntive. 
  
Fig 3.3.1 Esempio di Fingerprint. Per tutte le immagini 
relative si faccia riferimento all’appendice Figura 5.7 
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3.4. Acquisizione del plasmide 
Questa fase è dedicata alla purificazione del plasmide prey dal lievito. La purificazione avviene in tre fasi: 
una prima fase di estrazione del plasmide dal lievito, la seconda di trasformazione in batterio e la terza di 
estrazione del plasmide dal batterio. La fase in batterio è importante per ottenere un campione omogeneo 
e puro, eliminando le contaminazioni di DNA genomico e di plasmidi bait presenti negli estratti di DNA da 
lievito. Si può trasformare l’estratto in batterio con la trasformazione chimica o con l’elettroporazione che è 
da preferirsi alla prima per la sua elevata efficienza di trasformazione, infatti il campione di DNA estratto 
dal lievito è spesso molto poco concentrato e da una trasformazione tradizionale non avremmo la certezza 
di osservare colonie. 
Nel nostro screening dati l’alto grado di diversità, la bassa qualità del fingerprinting, e il basso numero di 
cloni positivi (positivi ai test di crescita e positivi al βGal Assay) si è deciso di processare tutti i 43 cloni. 
In primo luogo, è stata digerita la parete con la liticasi, successivamente sono stati estratti i plasmidi con 
passaggi in saponi, potassio acetato e etanolo. È quindi stata fatta una trasformazione con l’elettroporatore 
e piastrati i batteri in piastre LB + Ampicillina per selezionare i trasformanti. In questa fase si sono persi due 
cloni, portando il numero di cloni totali a 41. Sono quindi state prese singolarmente 2 colonie da ogni 
piastra, ricresciute e estratti i plasmidi con un kit miniprep (si può vedere un esempio di queste piastre in 
Figura 5.8). Le due miniprep così ottenute sono state quindi rinominate assegnando loro le desinenze –A e 
–B per poter distingure nelle trasformazioni successive il DNA di origine utilizzato. 
I plasmidi 33 (A+B), 29 (A+B) e 235 (A+B) sono stati mandati a sequenziare (nella zona dell’inserto) per 
verificare l’ipotesi di identità fatta in precedenza. I plasmidi 33 e 235 sono stati trovati identici mentre il 29 
differiva visibilmente. Queste due sequenze saranno importanti in seguito. Verranno chiamate sequenza 29 




3.5. Screening Secondario 
La fase successiva è una seconda trasformazione in lievito chiamata Screening  secondario che serve per 
validare l’interazione osservata durante il primario. 
Si sono trasformati i plasmidi in un ceppo di lievito che già conteneva il plasmide bait. 
Di 83 test effettuati, nessuno ha avuto una crescita accettabile, tuttavia erano presenti in diversi settori (il 
secondario viene piastrato in settori per l’impossibilità di gestire 83 e più piastre) 1 o 2 colonie isolate e una 
crescita di piccole colonie accessorie che fanno parte del rumore di fondo (vedi Figura 5.9). Con questi 
risultati normalmente si sarebbe dovuto interrompere lo screening in quanto non è stata osservata crescita 
accettabile in nessun settore. 
3.5.1. Screening Secondario VARIAZIONE  
Siccome  i cloni che non sono cresciuti erano promettenti, sia per la presenza di ripetizioni osservate nel 
fingerprint, sia per l’intensità riscontrata nel βGal Assy del primario, invece di interrompere lo screening si è 
proceduto a ristrisciare la piccola crescita esistente, colonie isolate dove presenti, il rumore altrimenti. È 
anche stato ristrisciata per ogni clone una colonia dalla piastra SD-WL in modo da essere sicuri di ottenere 





3.6. βGal Colony lift Assay (secondario) 
Come nel primario, dalle piastre di ristriscio si è fatto il βGal Colony lift Assay. Per la peculiarità della 
situazione, siccome non si era certi di osservare qualcosa dalle piastre SD-WL, il test è stato effettuato sia 
sulle piastre SD-WL, come di norma, che su quelle SD-WHL. 
Abbiamo di fatto controllato la presenza di βGalattosidasi in questi casi: 
- Dalla poca crescita originale in terreno selettivo SD-WHL: 
 Il ristriscio in terreno selettivo SD-WHL (i 28 cloni ricresciuti sopra citati) 
 Il ristriscio di controllo in terreno SD-WL (dove c’era biomassa per tutti i cloni) 
- Dal controllo originale in terreno SD-WL: 
 Il ristriscio in terreno selettivo SD-WHL (crescita quasi nulla) 








7 cloni dalla poca crescita originale hanno inaspettatamente passato il test (Figura 5.11 e Figura 5.12), 








Ora, la prova dell’interazione plasmide è data dalla crescita, oltre che dal βGal Assay. Se avessimo avuto, al 
contrario, un plasmide che portava a crescita ma non colorava di blu la membrana con l’X-Gal, l’avremmo 
scartato, in quanto falliva uno dei due test. Tuttavia questi cloni sul ristriscio sono cresciuti, come erano 
cresciuti sotto forma di poche colonie sparse nella piastratura originale. 
Un altro problema si è presentato con il clone 33, che dopo essere stato piastrato 2 volte, ha dato risultati 
differenti: la prima volta ha dato crescita nel ristriscio e colorazione, la seconda volta non è cresciuto. 














3.7. Verifica del target 
Dopo aver verificato l’interazione con il bait, bisogna assicurarsi che l’ScFv interagisca con la proteina di 
interesse, la sinucleina, e non con il DNA binding domain di LexA o piuttosto sia dovuta ad una 
autoattivazione del prey. 
Questo si può ottenere con la trasformazione e un βGal Assay in lieviti portanti altri bait: 
a. Con solo LexA (il DBD) 
b. Con LexA -Tau422 (DBD + proteina aspecifica) 
c. Con LexA- IN-HAT-HA (DBD + costrutto aspecifico) 
Inoltre si è ripetuta, per controllo, la trasformazione e βGal Assay con il bait usato negli Screening: 
d. LexA-SYN 
Il motivo dell’utilizzo di LexA- IN-HAT-HA (c ) è dovuto a motivi di laboratorio: è un bait che è stato molto 
ben caratterizzato ed eravamo certi che non desse problemi al lievito, mentre sia SYN che TAU in natura 
mostrano fenomeni di aggregazione che volevamo escludere da questa analisi. 
È stato osservato solo a questo punto che il bait con solo LexA (a) transattiva, in quanto tutti i settori, 
compresi quelli del controllo negativo, mostravano una forte crescita e si tingevano di blu nel βGal Assay. La 
transattivazione di un bait non è cosa rara, tuttavia questa scoperta è una grossa delusione poichè il miglior 
controllo negativo è quindi inutilizzabile. 
Non si è vista crescita nè in LexA- IN-HAT-HA nè in LexA-Tau422 (b e c) e i rispettivi βGal Colony lift Assay 
non divenivano blu, cosa che suggerirebbe l’ipotesi di interazione con sinucleina. Tuttavia non è mai 
ricresciuto, nè mai  tornato blu nel βGal Assay, nemmeno il lievito della trasformazione con il bait LexA-SYN 
(d), nonostante il test sia sto rifatto più volte. Ciò impedisce di trarre conclusioni sul target dell’interazione 
in quanto contesta il risultato dello screening secondario, oltre che privare l’eperimento del controllo 
positivo (vedi Figura 5.15). 
Questo risultato, del tutto inatteso, ci ha spinto a proseguire e indagare i motivi dell’insuccesso.  
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3.8. Ipotesi anomalie Screening Secondario VARIAZIONE 
Si doveva capire perchè le trasformazioni non fossero venute dopo la trasformazione originale del 
secondario, seppure ritrasformate con le stesse condizioni. SI sono fatte diverse ipotesi: 
3.8.1. Mutazione del lievito/Attivazione spontanea 
Se il lievito avesse avuto una mutazione o una attivazione spontanea si potrebbe spiegare il motivo per cui 
questo non è cresciuto a dovere sulle piastre in quanto solo qualche rara colonia sarebbe mutata per 
crescita e colorazione. L’ipotesi sarebbe in grado di spiegare la non ripetibilità dell’esperimento, in quanto 
sono fenomeni relativamente rari e non dipendenti dal plasmide, ma questa ipotesi non era molto 
convincente. In primo luogo, le mutazioni che  danno un tale fenotipo non sono fenomeni comuni. 
In screening precedenti abbiamo ottenuto un secondario con diverse centinaia di cloni che al βGal Assay 
risultavano tutti bianchi senza che nemmeno un clone si tingesse di blu, in questo caso ne abbiamo ottenuti  
ben 7 in 83 colonie testate. 
La cosa che però contrasta di più l’ipotesi di mutazione-attivazione è che siano fenomeni casuali e in nessun 
modo collegati al plasmide. Nel nostro caso invece i cloni 29A e 29B, 33A e 33B trasformati in maniera 
indipendente si sono colorati di blu. 
Se su 7 colorazioni blu totali in βGal Assay su 83 testate, 4 fanno parte di una coppia identica, l’ipotesi di 
indipendenza dal plasmide è poco solida. In aggiunta persino una colonia recuperata dalla piastra di verifica 
SD–WL si è tinta di blu nel caso del 29B. 
3.8.2. Aggregazione del bait 
Se il bait aggregasse nel lievito, si potrebbero spiegare i risultati con la schermatura o sequestro del sito di 
interazione. 
Nell’ipotesi di aggregazione con sequestro, il bait aggregandosi nel citoplasma forma un nucleo di 
aggregazione che sequestra tutti i prey portando ad una deplezione della proteina dal nucleo. La 
aggregazione sposterebbe sempre l’equilibrio proteina nucleare/proteina citoplasmatica verso un flusso 
citoplasmatico, dove,  aggregandosi, fa diminuire la concentrazione della forma solubile e altera 
nuovamente l’equilibrio. Un'altra ipotesi è che il sequestro di proteine di nuova sintesi da nuclei di 
aggregazione citoplasmatici impedisce il turnover della forma nucleare che tenderà a sparire. 
Nell’ipotesi di aggregazione con schermatura, il bait aggregandosi in maniera ordinata nel citoplasma o nel 
nucleo, porta ad una limitazione delle superfici esposte all’ambiente: se la superficie esposta non contiene 
il sito di interazione, non può essere utilizzata per il sitema two-hybrid. 
Questo fenomeno di aggregazione ha un forte riscontro in letteratura che ne avvalora notevolmente 
l’applicabilità al nostro caso: è stato provato dal laboratorio di Susan Linquist che un costrutto SYN-GFP 
aggrega in lievito sotto diverse condizioni (33)     .  
Nel nostro caso una aggregazione potrebbe spiegare i nostri risultati se ipotizzassimo che fattori quali i 
tempi di crescita o acidificazioni del terreno, possano influire sullo stato di aggregazione portando a una 
interazione possibile solo in assenza/limitazione del fenomeno. 
Per verificare se l’accumulazione del bait fosse un fattore per l’interazione abbiamo provato a modificare le 
condizioni di trasformazione mediante 3 approcci: 
- Mimare le condizioni di Screening Primario, aggiungendo una fase di pre-inoculo del lievito. 
- Cotrasformare bait e prey 
- Trasformare prima il prey facendo un clone stabile e solo successivamente trasformare il bait, di 




3.9. Screening Secondario in condizioni di Screening Primario VARIAZIONE 
Per spiegare la mancanza di crescita con il bait osservata nell’esperimento di verifica del target si sono fatti 
3 esperimenti che modificavano la condizione del bait per sfavorirne l’aggregazione. 
L’ipotesi all base del primo esperimento era che, se il secondario era problematico, riportare la 
trasformazione alle condizioni di screening primario (aggiungendo una fase di pre inoculo del lievito) 
potesse mimare l’interazione originaria che aveva selezionato il clone. Ciò comportava che durante la 
crescita overnight per la trasformazione il lievito non raggiungesse mai la fase stazionaria, ma si fermasse 
invece alla late-log phase. Questo avrebbe potuto diluire la concentrazione proteica del bait tramite le 
rapide divisioni cellulari della fase esponenziale e ovviare ad una aggregazione che impedisse l’interazione.  
Il risultato è purtroppo stato negativo con nessuna crescita in piastra selettiva e βGal Assay bianco. 
 
3.10. Screening Secondario in cotrasformazione VARIAZIONE 
La seconda strategia prevedeva la cotrasformazione del bait e del prey. Evitando l’accumulo del bait dovuto 
all’ordine di trasformazione, si può ovviare ad un eventuale sequestro di prey da eccesso di bait nel 
citoplasma.  
La cotrasformazione però ha anche dei lati negativi e non viene normalmente effettuata per 2 motivi: 
l’impossibilità di certificare il lievito di partenza, siccome non si possono avere informazioni su espressione 
del bait, e la bassa efficienza di trasformazione, in quanto sopravvivono solo le cellule che hanno preso 
almeno un prey e almeno un bait. 
L’esperimento era comunque inportante da realizzare perchè se positivo avrebbe suggerito il ruolo 
dell’aggregazione nell’ostacolare la selezione di un interattore.  
Nonostante le aspettative l’esperimento non ha portato a crescita in piastra SD-WHL e βGal Assay è 
risultato negativo. 
 
3.11. Screening Secondario in lievito con prey  stabile VARIAZIONE 
L’ultima strategia per verificare un sequestro del prey è l’inversione dell’ordine di trasformazione. 
Normalmente, per ragioni di comodità, si trasforma il prey nel lievito che contiene il bait perchè 
trasformare plasmidi diversi in un solo tipo di lievito è molto più gestibile che non trasformare un plasmide 
in tanti lieviti diversi. La cotrasformazione potrebbe essere stata falsata dalla bassa efficienza di 
trasformazione o da una bassa affinità di legame. Invertendo l’ordine di trasformazione invece non si ha la 
bassa efficienza della cotrasformazione e si è certi che il livello di espressione del prey supera di molto 
quello del bait. 
Anche in questo caso, come nei precedenti, l’esperimento non ha mostrato crescita in terreno selettivo e 





3.12. Screening Secondario – Cloni positivi al  βGal Assay Retest  VARIAZIONE 
Visto che i risultati degli esperimenti appena citati supportano l’idea che non ci sia un problema di 
aggregazione ma piuttosto un’assenza di interazione, siamo tornati ad indagare i cloni che hanno mostrato 
una colorazione blu al βGal Assay del Secondario. 
Era necessario a questo punto verificare che la crescita del ristriscio e la colorazione blu non fossero 
fenomeni casuali. Si è deciso di ripetere l’esperimento prendendo come materiale di partenza della 
biomassa dal ristriscio del secondario, e, per ulteriore sicurezza, sono stati sequenziati gli ScFv dei prey 
presenti in quelle cellule. 
Dalla piastra selettiva SD-WHL usata per il βGal Assay sono stati prelevati e ristrisciati i lieviti che avevano 
mostrato la tinta blu per la βGalattosidasi e sono stati propagati in piastre SD-WL e SD-WHL. In tutte le 
piastre è stata osservata una forte crescita in netto contrasto con gli esperimenti effettuati per verificare 
l’aggregazione. 
Dalla nuova piastra SD-WHL è stato presa della biomassa per una colony PCR, che dopo essere stata 
purificata, è stata mandata a sequenziare. Per rafforzare le evidenze sperimentali si è ulteriormente 
ripetuto il ristriscio in altre piastre SD-WL e SD-WHL. 
Come ci si aspettava a questo punto, è stata nuovamente trovata forte crescita, inoltre su tutte le piastre è 
stato fatto il βGal Assay, che ha evidenziato una intensa colorazione blu (Figura 5.16). 
Il sequenziamento ha dato i seguenti risultati: 
- Il 29A è risultato uguale alla sequenza 29 già precedentemente sequenziata (vedi paragrafo 3.4). 
- Il 29B, che era atteso essere uguale alla sequenza 29, è stato trovato diverso.  
Un analisi condotta sugli elettroferogrammi ha mostrato che il 29B è un campione con più di un 
plasmide.  
Uno dei due plasmidi ha la sequenza 29, l’altro ha una sequenza ignota. 
- Il 33A  è risultato uguale alla sequenza 33. 
- Il 33B è risultato molto complesso, con molte sequenze sovrapposte nell’elettroferogramma. 
contiene la sequenza 33 ma vi sono anche altre sequenze. 
- Il 332A è risultato una nuova sequenza, la sequenza 332 
- Il 384A è risultato una nuova sequenza, la sequenza 384 
- Il 20B è risultato una nuova sequenza, la sequenza 20 
I risultati del sequenziamento dei cloni 29B e 33B con la presenza di sequenze multiple di ScFv nello stesso 
organismo ha dimostrato la policlonalità, ovvero la presenza di più di una specie plasmidica, nel lievito di 
partenza. 
Il risultato era inatteso, in quanto la policlonalità, di per sé un fenomeono positivo che permette una 
maggiore copertura della libreria durante lo screening primario, si considerava persa nel secondario, 





3.13. Ri-Acquisizione del plasmide VARIAZIONE 
Per confermare l’ipotesi di policlonalità, si è proceduto a riestrarre il plasmide dai lieviti per segregare le 
sequenze sovrapposte, e a purificare nuovamente i plasmidi sperando di riuscire a conservare i fattori che 
hanno portato al fenotipo che cresce e si colora. 
È stata fatta una estrazione di DNA da lievito e questo DNA è stato quindi trasformato in E.Coli, sono state 
prese 2 colonie per ogni trasformazione e con il kit miniprep è stato purificato il plasmide dal batterio. 
Abbiamo assegnato a queste miniprep le desinenze -1 e -2. 
 
3.14. Screening terziario VARIAZIONE 
Per confermare il mantenimento del fenotipo di crescita e positività al  βGal Assay le miniprep sono state 
ritrasformate in lievito, de facto facendo uno screening terziario (Figura 5.17). 
Un settore, il 29B2 è cresciuto e 6 delle sue colonie sono state ristrisciate e testate per la βGalattosidasi 
mostrandosi tutte positive. La miniprep del 29B2 insieme a tutti gli altri cloni derivanti dal 29 (29A1, 
29A2,29B1) sono stati inviati a sequenziare sull’inserto. 
- Il 29A1, 29A2 e 29B1 si sono dimostrati uguali alla sequenza 29. 
- Il 29B2 si è dimostrato uguale alla sequenza ignota. 
 
3.15. Screening IIIario - Verifica del target VARIAZIONE 
A questo punto, in analogia al secondario, si è testato il clone 29B2 per identificare il suo sito di interazione 




Nonostante una piccola contaminazione dei controlli negativi, è chiara una forte crescita con tutti i bait. 
I cloni ristrisciati in piastre SD-WL e SD-WHL (attingendo dalla piastra SD-WHL dove possibile, altrimenti 
dalla piastra SD-WL) sono stati sottoposti a un βGal Colony Lift Assay. 
In tutti i bait il clone 29B2  si è tinto di blu, provando che si tratta di una attivazione non dipendente dal 
legame con la sinucleina (Figura 5.21). Le ipotesi più probabili sono che il 29B2 in realtà leghi il dominio 
LexA DBD del bait oppure che il prey sia da solo in grado di attivare la produzione dei marker. Qualunque 



























Screening IIario:  
-Crescita 







Screening IIario:  
-Crescita 















































































4.1. Risultati generali 
Le aspettative per il tirocinio erano quelle di ottenere un interattore della sinucleina utilizzando la tecnica 
dell’IACT. 
La tecnologia ha portato alla selezione di diversi interattori putativi che hanno tuttavia dimostrato un 
comportamento anomalo. Di norma, se un putativo non rispecchia i caratteri di un positivo, viene 
considerato un falso positivo e scartato, ma data l’importanza dell’interattore per alcune linee di ricerca del 
laboratorio e siccome erano i primi veri putativi isolati dopo una serie di screening precedenti tutti falliti, si 
è deciso di investire del tempo per cercare di comprendere e risolvere i problemi dell’interazione. 
Va anche precisato che un’ulteriore spinta a indagare questi putativi era dovuta all’anomalia di questi 
anche come falsi positivi, in quanto i cloni si erano colorati a coppie (A e B) durante il βGal Assay del 
secondario (vedi par. 3.6), cosa che suggeriva una correlazione con il plasmide presente, e mostravano un 
mantenimento della crescita e colorazione dei ristrisci (vedi par. 3.12), cosa inusuale per dei falsi positivi. 
Questi comportamenti atipici ci facevano sperare in un recupero di un interattore anomalo e supporre che 
intervenissero dei meccanismi ignoti a complicare la selezione. 
Si è trovata con successo la soluzione all’enigma e si è dimostrato il sovrapporsi di un fenomeno di 
policlonalità alla selezione che spiegava le singolarità dei risultati osservato. 
Si è anche riusciti ad isolare una seconda sequenza da uno dei putativi e si è dimostarto che era la 
responsabile dell’attivazione dei geni reporter, anche se sfortunatamente non si è rivelata generare un 
interattore della sinucleina ma del dominio di legame al DNA a lei fuso necessario per l’IACT.  
4.2. Libreria 
Lo screening è stato effettuato con una libreria di topo che è stata amplificata da una singola aliquota nel 
nostro laboratorio. È stato fatto un test di diversità grossolano, basato sul protocollo di Meli et al. (9), 
prendendo circa 100 plasmidi in maniera casuale (prelevando 100 colonie batteriche trasformate con la 
libreria) e facendoci un fingerprinting dell’inserto. Tramite GelQuest e uno script da me sviluppato (vedi 
Appendice paragrafo 5.2), si è verificata la presenza di cloni dal pattern identico che sono stati inviati a 
sequenziare. Tutti i cloni dal pattern identico avevano sequenza diversa, portando quindi alla conclusione 
che tutti i 100 cloni erano diversi. Un secondo script da me sviluppato (Appendice paragrafo 5.3) ha stimato 
che il limite inferiore dell’intervallo di confidenza della diversità della libreria fosse 104 cloni diversi.  
Questo dato da solo non prova la bontà della libreria, ma è il limite di indagine che possiamo ottenere, in 
quanto per verificare complessità a ordini di grandezza superiori dovremmo analizzare dalle mille al milione 
di sequenze; a riguardo, si stanno effettuando esperimenti di deep sequencing per mettere a punto un 
protocollo migliore di stima di queste diversità. 
Ad ogni modo, l’analisi ci informa che la libreria non è affatto scadente, garantendo un diversità minima di 
104, sufficiente per l’IACT, come provato dall’identificazione di un interattore per un altro bait (dato non 
pubblicato). 
Non possiamo comunque escludere la possibilità che la libreria non contenga il clone che porta ad una 
interazione. Non avendo una libreria diversa da testare si è scelta la strada di soffermarsi ad analizzare i 
motivi del fallimento invece che reiniziare lo screening con la stessa libreria, mentre in parallelo si è avviata 




4.3. Ipotesi di aggregazione 
Abbaimo gia discusso dell’ipotesi di aggregazione del bait. Questa ipotesi era basata sul comportamento 
anomalo dei lieviti nello screening secondario: nessun lievito era cresciuto come ci si aspettava eppure 
alcuni si tingevano di blu durante il test per la βGalattosidasi e i plasmidi che una volta si sono mostrati 
positivi al βGal Assay, se ritrasformati non mostravano più la colorazione. 
Un altro fattore che ci ha spinto in questa direzione è una pubblicazione del laboratorio Lindquist (33), nel 
quale era dimostrato che in S.cerevisiae un plasmide episomale che esprime una proteina di fusione GFP-
SYN mostra fenomeni di aggregazione. Nello stesso lavoro era dimostrata la dipendenza dal tempo di 
questa aggregazione. 
Nonostante il sistema non fosse uguale, si è supposto che le differenze fossero trascurabili e il bait 
similmente aggregasse. Le differenze tra i due sistemi erano: 
- Il ceppo di lievito: W303 contro L40   
- Il plasmide episomale usato:p42XGAL/p42XGPD contro pMICBD1 
- La proteina fusa: XFP contro LexA DBD 
- Il promotore: GAL(Galattosio-inducibilie)/GPD(costitutivo forte) controADH1(costitutivo forte) 
Il ceppo di lievito è forse la differenza più rilevante, poichè non è prevedibile quanto questo fattore possa 
influenzare l’aggregazione. 
Per quanto riguarda la differenza in plasmidi e in promotori bisogna considerare che queste non cambiano 
le proprietà aggreganti della proteina, ma solo i livelli di espressione, e in entrambi i casi i livelli di 
espressione sono tra i più alti possibile nel lievito. 
La proteina fusa, la GFP nel lavoro, non è nota aggregare, e a meno che il LexADBD non schermi una zona 
rilevante per l’aggregazione della sinucleina, è logico supporre una somiglianza tra gli effetti delle due 
fusioni. 
Per verificare se fossero fenomeni di aggregazione i responsabili della mancata riconferma della interazione 
dei bait selezionati nel secondario, si sono fatti 3 esperimenti per ridurre il più possibile i tempi della 
trasformazione,durante i quali la proteina poteva aggregare. La logica e i risultati degli esperimenti di 
aggregazione si sono già stati discussi nel capitolo 3.8. Oltre agli esperimenti riportati in risultati, sono stati 
fatti ulteriori esperimenti sui bait il cui obiettivo non era più quello di testare i prey selezionati nello 
screening in condizioni più favorevoli, ma di verificare se esistesse nel nostro modello sperimentale il 
fenomeno di aggregazione descritto in letteratura. 
Si è utilizzato un protocollo, adattandolo al lievito, di estrazione proteica frazionata descritto da E. Colla et 
al., The Journal of neuroscience 32, 3301–5 (2012) (2), che permette di ottenere tre frazioni da ogni 
estrazione: una rappresentante l’estratto totale, una rappresentante la frazione dell’estratto insolubile al 
Triton X-100, e l’ultima rappresentante la frazione insolubile. La sinucleina aggregata non riesce a essere 
solubilizzata dal Triton X-100, finendo così nella frazione Triton-Insolubile e permettendone la 
visualizzazione tramite Western Blot. 
Utilizzando questo protocollo si sono estratte le proteine da una coltura di lievito con bait LexA-SYN e si è 
fatto un Western Blot in cui si è notata una anomala presenza proteica nella frazione Triton-Insolubile. 
Si sono quindi mimate le condizioni di Screening Primario e Secondario (senza trasformazione in quanto in 
questi esperimenti ci interessa solo il comportamento del bait) prelevando biomassa a tempi regolari, da 
prima della piastratura a 14 giorni su piastra. 
Si voleva dimostrare nel tempo la diminuzione di proteina in frazione solubile e l’aumento di proteina in 
frazione insolubile causata dall’aggregazione, ma questo effetto non è stato rivelato. 
Si è rivelata nuovamente una alta ubiquitaria presenza della proteina nella frazione insolubile ma nessuna 
proteina si è vista scomparire o comparire nel tempo. 
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Si può notare un lieve aumento di proteine ad alto peso molecolare, che potrebbero corrispondere a forme 
dimeriche non solubilizzate ma il dato è altamente controverso. 
Ripetendo l’esperimento pilota su altri bait, tutti hanno dimostrato l’alta presenza proteica in frazione 
insolubile, portando all’ipotesi che non fosse la proteina ad aggregare, ma il metodo di estrarre la proteina 
(per sonicazione) inefficiente in lievito. 
Sono stati programmati ulteriori test per verificare lo stato di aggregazione di queste proteine con metodi 
di estrazione alternativi, ma per esigenze di tempo e mole di lavoro non sono ancora stati conclusi. 
È anche in programma di analizzare meglio queste proteine ad alto peso molecolare ripetendo 
l’esperimento in condizioni opportune, nel frattempo è stata fatta richiesta al laboratorio Lindquist per il 
materiale (ceppi e plasmidi) da loro utilizzato per ripetere l’esperimento con il nostro costrutto e verificare 




Fig 4.4.1 Policlonalità al secondario. 
A. Consecutive scelte di organismi policlonali portano ad una policlonalità allo screening 
secondario. B. Vicinanza eccessiva di batteri con plasmidi diversi può portare alla 
contaminazione delle colonie con batteri della colonia adiacente portando ad una policlonalità 
allo screening secondario. 
4.4. Policlonalità 
La seconda ipotesi proposta per spiegare l’anomalia nei dati è stata quella della policlonalità.  
Con il termine policlonalità si intende la presenza di specie plasmidiche diverse nell’organismo, o meglio, 
nel caso specifico, la presenza di più di un prey nel lievito considerato. 
Questa ipotesi non era stata subito presa in considerazione in quanto la norma prevede una perdita della 
policlonalità prima dello screening secondario e la presenza di più plasmidi in questa fase era inattesa, 
tuttavia l’ipotesi si è dimostrata essere corretta. 
Si deve premettere che la policlonalità di per se non è un dato negativo in quanto aiuta a fare in modo che 
l’alta diversità della librerie venga coperta dal limitato numero di trasformanti e potrebbe anche portare 
alla scoperta di una interazione ternaria di un complesso di due ScFv con la proteina bersaglio, ma 
danneggia fortemente l’analisi in quanto si stanno testando più plasmidi e i risultati sono difficili da 
attribuire all’uno o all’altro. Un ulteriore svantaggio della policlonalità è quello di diminuire gli effetti 
dell’interazione: il plasmide non è lasciato dominare la cellula ma deve competere con altri plasmidi 
portando ad una diminuzione del numero di copie presenti.  
La policlonalità durante lo screening è un dato di fatto. In laboratorio è stata rilevata più volte e nei 
protocolli vengono prese precauzioni per limitarla (34). 
Di norma si aggira la policlonalità con il passaggio in batteri: selezionando una colonia batterica non si 
dovrebbe portare avanti più di un plasmide, tuttavia, anche se in misura fortemente inferiore al lievito, 
anche i batteri possono portare plasmidi multipli e, senza una analisi appropriata, questi plasmidi minoritari 
possono essere difficili da identificare. 
È inoltre possibile che se la piastra da cui si sono prelevati i batteri è molto fitta di colonie, colonie adiacenti 
possano contaminarsi a vicenda, rendendo misto il campione di partenza e falsa l’ipotesi di “singola 
colonia”.  
Ovviamente sia nel caso di una singola colonia di batteri che contiene più plasmidi, sia nel caso di una 
colonia fatta di un misto di specie batteriche, il risultato, una volta estratto il DNA, è un campione non 
omogeneo. 
Un altra accortezza che si prende per limitare le policlonalità al secondario è ripetere l’estrazione dal 
batterio prelevando biomassa da due colonie e portando avanti queste due colonie come campioni 
separati. In questo 
caso anche se il 
campione di lievito 
iniziale era policlonale 
in seguito al passaggio 
in batterio, dovremmo 




Siccome il plasmide 
che porta 
all’interazione non è 
selezionato (per 
l’interazione) in 
batterio, non vi è la 
certezza, se il 
campione di partenza 
era policlonale, di aver 
ottenuto il plasmide 
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corretto dopo la fase in batterio. Quindi, per massimizzare la probabilità di ottenere il plasmide corretto, 
sarebbe nell’interesse del ricercatore aumentare il numero di queste ripetizioni, in modo che almeno una 
ripetizione porti il plasmide desiderato. Considerando però che il numero di ripetizioni è anche un 
moltiplicatore del tempo necessario all’analisi (visto che aumenta il numero dei campioni) più di 2 campioni 
per clone originario diventa dispersivo e controproducente. 
Nello screening descritto in tesi, il DNA estratto dal lievito 29 è evidentemente policlonale e la policlonalità 
è passata anche al batterio che ha dato origine al campione plasmidico 29B. 
La prova di questo fatto è una prova “genealogica”: il lievito cresciuto dal 29B è stato sottoposto a colony 
PCR e mostrava due sequenze sovrapposte; in più gli è stato estratto il DNA e trasformato in batteri, da 2 
colonie batteriche si è estratto il plasmide e sequenziato: i sequenziamenti mostravano due ScFv diversi. 
Una prova meno indiretta, sono i sequenziamenti dei plasmidi 29A o 29B (identici) che non spiegavano il 
pattern del fingerprint osservati con la colonyPCR duranto lo screening primario: digerendo in silico 
l’inserto con l’enzima usato nel fingerprint, il numero di bande ottenute era molto minore di quello 
osservato. 
La scoperta del presunto interattore come plasmide minoritario del DNA estratto ci pone diverse domande 
sul nostro protocollo: 
- Si può ancora dire che il passaggio in batteri sia benefico all’analisi? 
- Può essere che una parte dei plasmidi che non si riconfermano positivi al secondario non siano 
altro che un altro plasmide presente nel primario che è stato casualmente scelto durante la fase in 
batterio al posto di quello che portava all’interazione? 
Per rispondere alla prima domanda, si può dire che il protocollo è ottimizzato per le conoscenze che 
abbiamo. La fase in batteri è importante non solo per la purezza del campione ma anche per 
l’amplificazione del plasmide, ed eliminarla non è possibile. 
Inoltre siccome modifiche del protocollo sono molto dispendiose nel tempo richiesto e l’episodio capitato 
non rappresenta la maggioranza dei casi, si è postposto il problema ad un futuro lontano, se si volesse 




4.5. Prospettive future 
L’isolamento di un’interattore della proteina è un progetto di vitale importanza per il laboratorio perchè 
confluirebbe nelle ricerche già avviate della biologia cellulare della proteina e del suo trafficking. La 
tecnologia è solida e validata in svariati lavori precedenti (7–10), anche con la stessa libreria non amplificata 
(1, 9), che ci ha reso difficile abbandonare lo screening  che sembrava promettente. 
Tuttavia la variabile più influente è sicuramente la libreria e siccome sia in questo che in screening 
precedenti non si è riusciti ad isolare un interattore contro la sinucleina, l’ipotesi che la libreria non 
contenga l’interattore desiderato non può essere scartata e quindi nel futuro immediato il progetto IACT su 
sinucleina verrà tenuto in sospeso fino alla creazione di una libreria ad alta diversità certificata. 
Le risorse umane del laboratorio, prima di ritornare sul progetto, devono dedicarsi a progetti di 
ottimizzazione della tecnica e dei materiali. Le priorità sono la creazione nuova libreria, ma anche la messa 
a punto di protocolli di misura della complessità per deep sequencing e il calcolo della diversità e analisi 
della distribuzione in gruppi di identità-somiglianza della libreria. Solo successivamente ha senso riprovare 
lo screening usando la nuova libreria. 
Nell’attesa, i tempi morti tra gli esperimenti saranno dedicati a verificare se negli screening precedenti c’è 
traccia di policlonalità nei DNA estratti dal lievito che seppur avendo una forte risposta all’Xgal nel primario, 
non mostrano segni di  positività nel Secondario. 
Un altro capitolo ancora aperto, che non necessita di una nuova libreria per essere portato a termine, è 
quello di testare lo stato di aggregazione del bait LexA-SYN con materiale e protocolli del lab Lindquist. 
Sempre riguardo l’aggregazione, è possibile ricercare le migliori condizioni di lisi cellulare per l’estrazione 
proteica, principale causa del fallimento della verifica dell’aggregazione nel tempo per Western Blot e 
ripetere l’esperimento in condizioni adeguate. 
Oltre a questi, sono stati discussi diversi esperimenti che si possono effettuare per comprendere meglio lo 
status del bait, per limitare gli effetti del bait sulla cellula, per cambiare il tipo di tecnica di selezione 
utilizzata, o per cercare di migliorare la resa della tecnologia. 
Per quanto riguarda le condizioni intracellulari del bait, è necessaria una tecnica per verificare con certezza 
lo status di aggregazione e, tra le tante, l’immunofluorescenza è probabilmente la tecnica più adatta, 
poichè permette una analisi diretta e relativamente veloce. 
Per limitare gli eventuali effetti fisiologici della sinucleina in uno screening, se questa risultasse aggregare, è 
stata proposta la creazione di diversi costrutti formati da frammenti di sinucleina da fondere al LexADBD in 
modo da rimuovere o isolare l’intervallo prono all’aggregazione. Il problema di questo approccio è 
fondamentalmente quello di ridurre ulteriormente la dimensione della proteina da indagare, che implica 
una minore chance di interazione e una preponderanza di interattori per il DNA Binding Domain nei cloni 
isolati. 
Un altra idea proposta è stata quella di abbandonare la tecnologia pur di trovare l’interattore: sempre il 
laboratorio Lindquist è stato in grado di trovare un piccolo peptide anti-sinucleina con uno screening che 
selezionava i cloni capaci di ridurre la tossicità della sinucleina, in un modello dove questa è letale (35). 
Siccome questo metodo è facilmente replicabile con librerie diverse, nel caso tutti i tentavi di trovare 
interattori con l’IACT fallissero, si potrebbe utilizzare la libreria sviluppata per l’IACT per trovare 
l’interazione con questi protocolli. 
L’ultima prospettiva futura degna di nota riguarda il miglioramento della tecnologia. L’obiettivo sarebbe 
quello di ridurre al minimo i falsi positivi in modo da rendere la tecnologia automatizzabile. Si sono 
proposte diverse modifiche, ognuna con i suoi pro e contro. 
Una di queste è l’aggiunta di un secondo marker di selezione durante lo screening primario. Sicuramente 
una seconda selezione limiterebbe il numero dei falsi positivi, dato un controllo aggiuntivo per la 
sopravvivenza, tuttavia un problema di questo approccio è l’aumento della soglia nell’affinità di legame 




Una seconda proposta è stata quella di prolungare, tramite replica plating, la selezione in piastra selettiva 
durante lo screening primario in modo da sfavorire effetti dovuti a vicinanza, policlonalità e arricchire e 
selezionare le interazioni migliori. Il lato negativo è l’aumento del tempo necessario allo screening, in 
quanto ogni ciclo di replica plating si traduce in 2-3 giorni di attesa per l’operatore. 
La terza proposta è quella di invertire i marker per la selezione dei plasmidi di bait e prey in modo da poter 
eseguire in replica plating una selezione negativa del gene TRP1 per eliminare dal primario tutte le colonie 
cresciute per cause esterne al plasmide trasformato (principalmente mutazioni e autoattivazione) (36). Il 
problema di questo metodo è la necessità di creare una nuova libreria con TRP1 (o qualsiasi altro gene con 











  Figura 5.1 
EFFICIENZA DI TRASFORMAZIONE 
Piastre per la conta dei 
trasformanti e l’efficienza di 
trasformazione.  
Da in alto a sinistra: 1/104 
della coltura iniziale, 
1/105,1/106 e 1/107. 
Il numero di trasformanti 
totali è stato stimato 3 x107 
CFU totali. 
L’efficienza di 
trasformazione è stata 
stimata 7 x107 CFU/µgDNA 
La percentuale di 
Trasformazione è del 1.94‰ 
 
Figura 5.2 
CONTA TRASFORMANTI DOPO I 
DOUBLINGS 
Piastre per la conta dei 
trasformanti dopo le 
duplicazioni in fase di 
recovery.  
Da in alto a sinistra: 1/105 
della coltura iniziale, 
1/106,1/107 e 1/108. 
Il numero di trasformanti 
dipo i doublins è stato 
stimato 6.44 x107 CFU totali. 






















RISTRISCI PIASTRE DELLO SCREENING IARIO 

















ΒGAL COLONY LIFT ASSAY DELLO SCREENING IARIO 
Tutti i Βgal Assay del  Iario. 











RIPETIZIONE ΒGAL COLONY LIFT ASSAY DELLO SCREENING IARIO 
Sono stati ripetuti tutti i cloni positivi al Βgal Assay del  
Iario (Figura 5.4). 
Il pattern è a X. 
Il Braccio / viene da piastra SD-WL, il braccio \ viene da 
piastra SD-WHL (piastre di ristriscio dello Screening 










  Figura 5.7 
FINGERPRINT DEI DOPPI-POSITIVI ALLO SCREENING IARIO 








PIASTRE BATTERI PER MINIPREP 
Esempio di normali piastre batteriche 
usate per il prelievo di colonie per 
l’inoculo della miniprep. 
Sono il risultato 
dell’elettroporazione. 
















Nella stessa colonna: a sinistra la 
piastra SD-WL, a destra SD-WHL. 
La piastratura è avvenuta in 4 
giornate. 
Nell’ultima giornata sono stati 
piastrati anche cloni di screening 
precedenti.  
Si può notare l’assenza di una 
crescita acettabile nei vari settori e la 
presenza di lieve background, 















Ristrisci su piastre SD-WL e SD-WHL  
dello Screening IIario. 
Nella metà alta di ogni immagine, i 
lieviti provenivano dalla piastra 
selettiva SD-WHL del  IIario,nella 
metà bassa i lieviti provenivano dalla 






















ΒGAL COLONY LIFT ASSAY SCREENING 
IIARIO (PIASTRE SD-WL) 
βGal Assay dei ristrisci in piastre    
SD-WL  dello Screening IIario. 
In nero (in alto in ogni immagine) i 
lieviti provenivano dalla piastra 
selettiva SD-WHL del  IIario, in rosso 
(in basso in ogni immagine) i lieviti 




ΒGAL COLONY LIFT ASSAY SCREENING 
IIARIO (PIASTRE SD-WHL) 
βGal Assay dei ristrisci in piastre 
selettive SD-WHL dello Screening 
IIario. 
In nero (in alto in ogni immagine) i 
lieviti provenivano dalla piastra 
selettiva SD-WHL del  IIario, in rosso 
(in basso in ogni immagine) i lieviti 





















































TEST DEL TARGET DI INTERAZIONE 
Piastre per il test di interazione. 
Test eseguiti con bait diversi per 
verificare l’interazione con SYN 





La crescita su LexA è dovuta ad 
una autoattivazione del bait. 
Si noti anche la mancata crescita 
sul bait LexA-SYN. 
L’esperimento è stato ripetuto 
ottenendo risultati uguali e ha 


















TEST DEL TARGET DI INTERAZIONE - RISTRISCI 
Piastre di ristriscio per il test di interazione. 
Dove possibile è stato ristrisciato da SD-WHL, 
altrimenti dalle piastre SD-WL. 
Dall’alto in basso: 
1° set di piastre 
- LexA (pMIC in figura) 
- LexA-SYN 
- LexA-Tau 
2° set di piastre 
- LexA-SYN 
- LexA-IN-HAT-HA 
La crescita su LexA è dovuta ad una 
autoattivazione del bait (ScFv85, il controllo 
negativo è cresciuto). 
Si noti nuovamente la mancata crescita sul 
bait LexA-SYN. 
Figura 5.15 
TEST DEL TARGET DI INTERAZIONE - ΒGAL ASSAY 
βGal Assay per il test di interazione. 
Dall’alto in basso: 






La colorazione su LexA è dovuta ad una 
autoattivazione del bait (ScFv85, il controllo 
negativo è positivo al test). 








































RISTRISCI E ΒGAL COLONY LIFT ASSAY 
DEL BACKUP DELLO SCREENING IIARIO 
In alto piastre della seconda 
generazione del backup dei ristrisci 
dello Screening IIario. 
In basso βGal Assay del della seconda 
generazione backup dei ristrisci dello 
Screening IIario. 
Si noti come si è mantenuta la 
crescita e la colorazione blu nella 
maggior parte dei casi. 
Figura 5.17 
SCREENING IIIARIO 
Nella stessa colonna: a sinistra 
la piastra SD-WL, a destra SD-
WHL. 
Si noti la crescita nel settore 






















































RISTRISCI E ΒGAL COLONY LIFT ASSAY 
DELLO SCREENING IIIARIO 
In alto piastre dei ristrisci dello 
Screening IIIario. 
È stato ristrisciato, da piastra SD-
WHL, solo il clone che è cresciuto: il 
29B2. 




TEST TARGET 29B2 SCREENING IIIARIO 
Piastre per il test di interazione. 
Test eseguiti con bait diversi per 
verificare l’interazione con SYN 




ScFv2 è un noto interattore di TAU. 
ScFv85 è noto interagire 
occasionalmente con TAU. 
In questo test ScFv85 ha dato una 
anomala interazione con Lamin. 
INd12A è un ScFv ottenuto dalla 
stessa libreria come interattore 



























TEST DEL TARGET DI INTERAZIONE – RISTRISCI 
SCREENING IIIARIO 
Piastre di ristriscio per il test di interazione. 
Dove possibile è stato ristrisciato da SD-WHL, 
altrimenti dalle piastre SD-WL. 




ScFv2 è un noto interattore di TAU. 
ScFv85 è noto interagire occasionalmente 
con TAU. 
Sono presenti crescite anomale nei controlli 
negativi, principalmente in settori dove era 
cresciuta una singola colonia. 
Probabilmente qualche attivazione casuale 
dei reporter. 
Siccome è comunque chiara la crescita di 
29B2 su tutti i bait, il test non è stato rifatto. 
Figura 5.21 
TEST DEL TARGET DI INTERAZIONE – ΒGAL COLONY 
LIFT ASSAY SCREENING IIIARIO 
βGal Assay per il test di interazione. 




ScFv2 è un noto interattore di TAU. 
ScFv85 è noto interagire occasionalmente 
con TAU. 
Sono presenti colorazioni anomale nei 
controlli negativi, principalmente in settori 
dove era cresciuta una singola colonia. 
Probabilmente qualche attivazione casuale 
dei reporter. 
Siccome è comunque chiara la positività di 






































































































































5.2. Script I 
Basic Electrophoretic fingerprint scorer 
Linguaggio: Visual BASIC for Application (Excel) 
Questo script è utile quando l’utente ha bisogno di confrontare un grande numero di corse di DNA digerito.  
L’input consiste in 2 worksheet: uno dove sono salvate le lunghezze inferite dei frammenti elettroforetici, 
l’altro è una matrice binaria dove si può scegliere se usare o no il valore della cella corrispondente della 
prima scheda nell’analisi (necessario siccome spesso una cattiva interpolazione porta a lunghezze negative, o 
magari l’utente necessita di escludere certi valori dall’analisi se la banda corrispondente risultasse troppo 
debole in intensità). 
L’output dello script è una griglia che mette in relazione ogni corsa con le 3 corse che mostranoil maggior 
punteggio di associazione con la corsa considerata 
Lo script usa una versione modificata del ben conosciuto sistema di valutazione di Tanimoto per stringhe 
binarie.  
Come primo passo per ogni corsa il programma crea un vettore dove è salvata la lunghezza dei frammenti. Il 
secondo passo è una comparazione dei vettori per trovare somiglianze nella lunghezza dei frammenti. Il 
Tanimoto Scoring compara due stringhe binarie A e B di lunghezza identica n.Poniamoαiessere gli elementi di 
A eβi gli elementi di B. 
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Tanimoto è una comparazione tra tutte le componenti comuni non nulle dei vettori e tutte le componenti 
non nulle dei vettori. Per applicare Tanimoto alle nostre corse, possiamo creare un serie di vettori booleani, 
dove ogni dimensione può rappresentare la presenza di un frammento in un certo range di lunghezze 
nucleotidiche. Altrimenti, possiamo creare un set vettori booleani n-dimensionali, dove n è il numero totale 
di frammenti diversi, e il vettore può semplicemente indicare quale frammento è presente in ogni corsa. 
Questo aprroccio, seppur molto elegante, è  difficile da applicare a dati elettroforetici. Le corse 
elettroforetiche danno sempre dati imperfetti. Effetti “sorriso” (Smile Effect) nel gel rendono il 
riconoscimento  della lunghezza dei frammenti altamente impreciso e differenze nelle quantità possono 
cambiare una banda da debole ma soprasoglia a inesistente.  
Il primo approccio descritto non può essere usato, siccome intervalli troppo piccoli significherebbero nulla, 
dovendo riscontrarsi con una realtà di dati altamente fluttuanti (frammenti identici devono avere lo stesso 
indice di vettore perchè questo sistema funzioni) mentre intervalli troppo grandi potrebbero mascherare 
frammenti vicini. Inoltre una traslazione dovuta a qualche tipo di errrore nella misura o nel processamento 
dei dati potrebbe cambiare radicalmente la posizione dei frammenti nella stringa. 
Anche il secondo approccio è infattibile in quanto se potessimo contare il numero di frammenti diversi 
vorrebbe dire che saremmo già in grado di riconoscere tutti i frammenti identici e il sistema di Scoring 
sarebbe a quel punto inutile. Per eliminare questi problemi ho modificato leggermente la definizione di 
distanza di Tanimoto. 
In primis consideriamo A e B come vettori che contengono la lunghezza stimata di ogni frammento 
nellacorsa che rappresentano. Siccome sia achebsono misure del quadrato della norma euclidea del vettore 
(o la norma Manhattan del vettore, o il numero di elementi non nulli del vettore) and quindi dipendono da 
un singolo vettore, non vi è problema ad assegnare a queste variabili un valore pari al numero di frammenti 
osservati, indipendentemente dal tipo di vettore utilizzato. 
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cinvece è abbastanza problematico, ma siccomecè la somma delle proiezioni comuni dei vettoi nella base (o 
il numero di vettori della base in cui entrambi i vetttori A e B hanno una proiezione comune, o ancora il 
numero di elementi che sono non nulli nella stessa posizione in entrambi i vettori), cpuò essere 
semplicemente rappresentato come il numero di frammenti ragionevolmente identici nelle due corse. 
Ciò è facilmente ottenibile tramite la somma di una funzione F su ciascun frammento di una corsa che 
restituisce 1 se esiste almeno un frammento che dista sotto a una certa soglia nell’altra corsa (questa soglia è 
definita dall’utente), 0 altrimenti.   
Ora, le corse non sono più vettori della stessa dimensione e le operazioni sono ben lontane da essere bit-a-
bit, ma abbiamo con successo applicato il sistema di valutazione di Tanimoto ai nostri vettori non-canonici e 
fluttuanti.Questo è l’approssimazione migliore di Tanimoto che io posso immaginare. Ma non è sufficiente. 
Tanimoto ha delle qualità molto utili dovuti alla sua natura di “AND” diviso da “OR”: la simmetria e il limite 
superiore, che per il sitema di scoring di Tanimoto è 1.  
Il nostro algoritmo attualmente ha dei problemi quando due frammenti vicini si identificano entrambi con un 
singolo frammento dell’altro vettore. Poniamo A essere il vettore (2 , 45 , 47 , 239) e B il vettore (2 , 46 , 240) 
con 2 come soglia utente-definita. Immaginiamo di applicare la funzione F a ogni elemento in entrambi i 
vettori e calcoliamo l’indice di Tanimoto. Il problema è evidente. 
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Per impedire che ciò accada sono stati inseriti due vettori che tracciano quali elementi del’altro vettore sono 
già stati utilizzati come appaiamento per un frammento precedente. Appaiamenti successivi con questo 





    Dim Lane(1 To 200, 1 To 100) As Double 
    Dim LanePositionInExcelRow(1 To 200) As Integer 
    Dim LastFragmentInLane(1 To 200) As Integer 
    Dim IntConfInf(1 To 200, 1 To 100) As Double 
    Dim IntConfSup(1 To 200, 1 To 100) As Double 
    Dim ErroreAccettabile As Integer 
    Dim LaneName(1 To 200) As String 
    Dim lastDouble As Integer 
    ErroreAccettabile = InputBox("Inserisci L'errore che consideri accettabile per considerare due frammenti uguali", "ErroreAccettabile", "5") 
    Dim i As Integer, k As Integer, t As Integer 
    lastDouble = 200 
    For k = 1 To ShBoolActive.UsedRange.Rows.Count + 1 
        t = ShBoolActive.Cells(k, 1).Value 
        If Not t = 0 Then 
        If Not LanePositionInExcelRow(t) = 0 Then 
        t = lastDouble 
        lastDouble = lastDouble - 1 
        End If 
            LanePositionInExcelRow(t) = k 
            LaneName(t) = ShNumRes.Cells(k, 1).Value 
 
            For i = 2 To ShNumRes.UsedRange.Columns.Count + 1 
                If ShBoolActive.Cells(k, i).Value = 1 Then 
                    LastFragmentInLane(t) = LastFragmentInLane(t) + 1 
                    Lane(t, LastFragmentInLane(t)) = ShNumRes.Cells(k, i).Value 
                    IntConfInf(t, LastFragmentInLane(t)) = Lane(t, LastFragmentInLane(t)) - ErroreAccettabile 
                    IntConfSup(t, LastFragmentInLane(t)) = Lane(t, LastFragmentInLane(t)) + ErroreAccettabile 
                End If 
            Next i 
        End If 
    Next k 
 
    Dim Lane1 As Integer, Fr1 As Integer, Lane2 As Integer, Fr2 As Integer 
    Dim a As Integer, b As Integer, c As Integer 
    Dim Tanimoto(1 To 200, 1 To 200) As Double 
    Dim TanimotoSortedForLane(1 To 200, 1 To 200) As Integer 
    For i = 1 To 200 
    TanimotoSortedForLane(i, 1) = i 
    Next i 
    Dim track(1 To 200, 1 To 200) As String 
    Erase track 
    For Lane1 = 1 To 200 
    a = LastFragmentInLane(Lane1) 
        If Not LanePositionInExcelRow(Lane1) = 0 Then 
            For Lane2 = 1 To 200 
                Dim Fr1AlrUsed(1 To 200) As Boolean 
                Dim Fr2AlrUsed(1 To 200) As Boolean 
                Erase Fr1AlrUsed 
                Erase Fr2AlrUsed 
                If Not (LanePositionInExcelRow(Lane2) = 0 Or Lane1 = Lane2) Then 
                    b = LastFragmentInLane(Lane2) 
                    c = 0 
                    For Fr1 = 1 To LastFragmentInLane(Lane1) 
                        If Fr1AlrUsed(Fr1) = False Then 
                            For Fr2 = 1 To LastFragmentInLane(Lane2) 
                                If Fr2AlrUsed(Fr2) = False Then 
                                    If Lane(Lane1, Fr1) <= Lane(Lane2, Fr2) Then 
                                        If IntConfSup(Lane1, Fr1) >= IntConfInf(Lane2, Fr2) Then 
                                            c = c + 1 
                                            Fr1AlrUsed(Fr1) = True 
                                            Fr2AlrUsed(Fr2) = True 
                                            track(Lane1, Lane2) = track(Lane1, Lane2) & " A" & Lane1 & "Fr" & Fr1 & "->b" & Lane2 & "Fr" & Fr2 
                                            Exit For 
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                                        End If 
                                    Else 
                                        If IntConfSup(Lane2, Fr2) >= IntConfInf(Lane1, Fr1) Then 
                                        c = c + 1 
                                            Fr1AlrUsed(Fr1) = True 
                                            Fr2AlrUsed(Fr2) = True 
                                            track(Lane1, Lane2) = track(Lane1, Lane2) & " A" & Lane1 & "Fr" & Fr1 & "->b" & Lane2 & "Fr" & Fr2 
                                            Exit For 
                                        End If 
                                    End If 
                                End If 
                            Next Fr2 
                        End If 
                    Next Fr1 
                    Tanimoto(Lane1, Lane2) = c / (a + b - c) 
                    For i = 1 To Lane2 - 1 
                        If Tanimoto(Lane1, Lane2) >= Tanimoto(Lane1, TanimotoSortedForLane(Lane1, i)) Then 
                            For k = 0 To Lane2 - i - 1 
                                TanimotoSortedForLane(Lane1, Lane2 - k) = TanimotoSortedForLane(Lane1, Lane2 - k - 1) 
                            Next k 
                            TanimotoSortedForLane(Lane1, i) = Lane2 
                            Exit For 
                        End If 
                        If i = Lane2 - 1 Then TanimotoSortedForLane(Lane1, i) = Lane2 
                    Next i 
                 End If 
            Next Lane2 
        End If 
    Next Lane1 
 
 
    i = 1 
    ShResults.Range("$A$1").Value = "LANE" 
    ShResults.Range("$B$1").Value = "BEST MATCH TANIMOTO" 
    ShResults.Range("$C$1").Value = "1st TANIMOTO" 
    ShResults.Range("$D$1").Value = "NEXT MATCH TANIMOTO" 
    ShResults.Range("$E$1").Value = "2nd TANIMOTO" 
    ShResults.Range("$F$1").Value = "next MATCH TANIMOTO" 
    ShResults.Range("$G$1").Value = "3rd TANIMOTO" 
    For k = 1 To 200 
        If Not LastFragmentInLane(k) = 0 Then 
            i = i + 1 
            ShResults.Cells(i, 1).Value = LaneName(k) 
            ShResults.Cells(i, 2).Value = LaneName(TanimotoSortedForLane(k, 1)) 
            ShResults.Cells(i, 3).Value = Tanimoto(k, TanimotoSortedForLane(k, 1)) 
            ShResults.Cells(i, 4).Value = LaneName(TanimotoSortedForLane(k, 2)) 
            ShResults.Cells(i, 5).Value = Tanimoto(k, TanimotoSortedForLane(k, 2)) 
            ShResults.Cells(i, 6).Value = LaneName(TanimotoSortedForLane(k, 3)) 
            ShResults.Cells(i, 7).Value = Tanimoto(k, TanimotoSortedForLane(k, 3)) 
        End If 






5.3. Programma II 
Complexity tester and best complexity fit finder 
Linguaggio: Visual BASIC 6 
Questo programma simula una estrazione. Il significato di questa frase sarà spiegato a breve. Non è stato 
concepito per essere scientificamente o statisticamente preciso. Ci sono troppo poche coppie di soggetti 
identici per essere accurato e le fluttuazioni in questi casi sono molto significative. L’unico scopo del 
programma è controllare la diversità della libreria testata. 
Bisogna anche notare che il programma di per se è inutile. Se esistesse anche solo una coppia di soggetti 
identici in poche centinaia di campioni, sarebbe già ben lontana dalla definizione di libreria “buona”. In ogni 





Calcola la il mumero medio di coppie (o per essere più generici di “gruppi”) di elementi che sono attesi 
essere identintici in un campionamento data una certa complessità della libreria 
Step  I Il programma richiede l’inserimento di alcuni parametri della libreria e del test usato per 
calcolare la sua diversità. In dettaglio: Il numero totale di elementi del campione testati[NUMEXTRACT] e il 
massimo teorico della complessità della libreria (che si può semplificare come il numero approssimativo di 
CFU nella trasformazione da cui si è preso il campione) [NUM_CFU_TOT]. 
Richiede quindi il valore di complessità che si vuole testare [COMPLEXITY], e il numero di volte che vuoi 
ripetere l’estrazione per avera una media più accurata [NUMREPEATS]. 
Step  II Crea un vettore lungoNUM_CFU_TOT and assegna ad ogni elemnto del vettore valori interi 
random che possono spaziare da 1  a COMPLEXITY. 
Step  III Scegliea caso NUMEXTRACTelementi del vettore e li raggruppa in gruppi di uguaglianza. 
Step  IV Conta il numero di gruppi con più di un elemento. 





Private doppi() As Integer 
Private cfu() As Long 
Private isdouble() As Integer 
 
Public Function Test_Complexity(Complexity As Long, Num_CFU_Tot As Long, NumRepeats As Long, NumExtract As Long, Optional ListExtraction As ListBox) As Double 
ReDim cfu(0 To Num_CFU_Tot) 
ReDim doppi(1 To NumRepeats) 
Dim doppimedi As Double 
Dim k As Long, i As Long 
Randomize 
On Error Resume Next 
ListExtraction.Clear 
 
For i = 1 To Num_CFU_Tot 
cfu(i) = CLng(Complexity * Rnd()) 
Next i 
 
Dim temp As Long 
Dim repeat As Integer 
For repeat = 1 To NumRepeats 
 
ReDim isdouble(0 To Complexity) 
 
For i = 1 To NumExtract 
temp = CLng(Num_CFU_Tot * Rnd()) 
isdouble(cfu(temp)) = isdouble(cfu(temp)) + 1 
Next i 
 
For k = 1 To Complexity 






For repeat = 1 To NumRepeats 
doppimedi = doppimedi + doppi(repeat) 
Next repeat 
doppimedi = doppimedi / NumRepeats 








Calcola la complessità di una libreria tramite test consecutivi di complessità utilizzando un algoritmo di 
bisezione. 
Passaggi usati per accorciare i empi di calcolo sono stati omessi. 
Step  I Il programma richiede di nuovo di inserire alcuni parametri della libreria e il test usato per 
controllare la sua complessità. Parametri richiesti: il numero totale di elementi del campione testati [EXTR], il 
massimo teorico della complessità della libreria [MAXCOMP] e il numero di gruppi di uguaglianza GRANDI (>1 
elemento) osservati nel test [Goal]. 
Sono anche richiesti il numero di volte che si vuole ripetere l’estrazione per rendere l’analisi più accurata per 
ogni diversità testata [REP] e, in maniera opzionale, il numero totale di volte che si vuole ripetere l’intera 
procedura per rendere più accurata la stima della complessità della libreria mediando le complessità 
restituite da ogni istanza del test[AVE]. Richiede anche i limiti inferiori e superiori da cui partire con le analisi 
[INF_START,SUP_START]; normalmente sono posti uguali a EXTR e MAXCOMP. 
Step  IIa Il programma ripeterà i passaggi successivi fino a che la differenza tra gli estremi non è 
inferiore a 10. È inutile cercare di diminure ulteriormente questo intervallo di complessità siccome il test 
restituisce valori meno precisi  di quelli accettati da questo intervallo, e minore è la lunghezza dell’intervallo, 
maggiore è il tempo di computazione. 
Step  IIb Calcola il numero medio di gruppi di uguaglianza GRANDI per gli estremi dell’intervallo di 
complessità (chiamati TESTSUP and TESTINF).All’inizio del programma questi estremi (INF and SUP) sono 
uguali  a INF_START e SUP_START ma cambieranno. 
Step  IIc Calcola il numero medio di gruppi di uguaglianza GRANDI per l’elemento al centro 
dell’intervallo di complessità (HYP:l’elemento al centro, TESTHYPil numero di gruppi GRANDI per l’elemento). 
Step  IId Controlla inconsistenze. Siccome il test è una funzione monotona decrescente (maggiore è la 
complessità minore è il numero di gruppi di uguaglianza GRANDI che sono attesi nel campione), e 
siccomeINF < HYP < SUP, dovrebbe risultare TESTSUP < TESTHYP < TESTINF. 
TESTHYP < TESTSUPsignifica che è stato miscalcolato il limite superiore (ricordiamo che siamo molto sensibili a 
fluttuazioni) e muoviamo in su gli estremi di mezzo intervallo. Per lo stesso motivo se  TESTHYP > 
TESTINFmuoviamo gli estremi in giù di mezzo intervallo. La stessa cosa si applica aGOAL. 
GOALdevesempreessere tra TESTSUPeTESTINF, se ciò non si verifica, muoviamo adeguatamente l’intervallo. 
Infine se TESTSUP>TESTINFricalcoliamo tutti i valori. 
Step IIe Se non ricadiamo in nessun caso sopra citato, cioè ci troviamo nel casoTESTSUP ≤ TESTHYP ≤ 
TESTINFeTESTSUP ≤ GOAL ≤ TESTINF, possiamo procedere con l’analisi.Ora,seGOAL ≤ TESTHYPpossiamo 
concludere che HYPè sopra (o uguale) alla complessità necessaria per generare il numero di gruppi GRANDI 
osservati nel nostro. Il programma procederà a muovere il limite superiore (SUP) al valore di HYP.Repeatere 
lo step II. Se l’intervallo soddisfa i requisiti dello step IIa allora restituisci il risultato. 





Public Function Bestfit(Inf_Start As Long, Sup_Start As Long, Goal As Long, Rep As Long, Extr As Long, Maxcomp As Long, Ave As Integer _ 
 , Optional txtMinComplex As TextBox, Optional txtMaxComplex As TextBox, Optional lstBisect As ListBox, Optional txtBestFit As TextBox) As Double 
Dim INF As Long, SUP As Long, HYP As Long, SOL As Double 
Dim testINF As Double, testSUP As Double, testHYP As Double, AveHYP As Double 
Dim k As Long, t As Integer 
 
On Error Resume Next 
lstBisect.Clear 
 
For t = 1 To Ave 
INF = Inf_Start 
SUP = Sup_Start 
 
Do Until SUP - INF <= 10 
 
testINF = Test_Complexity(INF, Maxcomp, Rep, Extr) 
testSUP = Test_Complexity(SUP, Maxcomp, Rep, Extr) 
 
        HYP = CLng((INF + SUP) / 2) 
        lstBisect.AddItem INF & " < " & HYP & " < " & SUP 
        txtMinComplex.Text = INF 
        txtMaxComplex.Text = SUP 
        If testSUP >= 1 Then  
            testHYP = Test_Complexity(HYP, Maxcomp, Rep, Extr) 
 
            If testSUP <= testHYP And testHYP <= testINF And testSUP <= Goal And Goal <= testINF Then 
                lstBisect.AddItem "Fit(" & HYP & ") = " & testHYP 
                If Goal <= testHYP Then 
                    INF = HYP 
                Else 
                    SUP = HYP 
                End If 
            End If 
 
            If testSUP > testINF Then  
                lstBisect.AddItem "BAD FIT. RECALCULATING" 
            Else 
                If testINF < testHYP Or testINF < Goal Then 
                    SUP = HYP 
                    INF = 2 * INF - HYP 
                    lstBisect.AddItem "BAD BORDER. RECALCULATING.." 
                End If 
                If testSUP > testHYP Or testSUP > Goal Then 
                    INF = HYP 
                    SUP = 2 * SUP - HYP 
                    lstBisect.AddItem "BAD BORDER. RECALCULATING.." 
                End If 
            End If 
        Else 
 
            lstBisect.AddItem "SKIPPING Fit(" & SUP & ") = " & testSUP 
            SUP = HYP 
        End If 
        DoEvents 
        If INF < 0 Then INF = 0 
 
Loop 
If Not t = Ave Then lstBisect.AddItem "#" & t & " REPEAT" 
 
SOL = (SOL * (t - 1) / t) + (HYP / t) 
AveHYP = (AveHYP * (t - 1) / t) + (testHYP / t) 
 





lstBisect.AddItem "SOLUTION = " & SOL 
If Ave = 1 Then 
lstBisect.AddItem "BEST FIT = " & AveHYP 
Else 
txtMinComplex.Text = Inf_Start 
txtMaxComplex.Text = Sup_Start 
lstBisect.AddItem "AVERAGE FIT = " & AveHYP 
End If 
txtBestFit.Text = SOL 








Calcola la complessità massima di una libreria per cui possiamo accettare il numero di gruppi osservati come 
una fluttuazione (ovvero restituisce la complessità che, se testata con la funzione#1,  genera un numero di 
gruppi di uguaglianza GRANDI in circa THRESH% delle ripetizioni). 
La Funzione #3 è una versione modificata della funzione precedente. 
Chiama “ABOVE_LIMIT” invece di “TEST_COMPLEXITY”. 
ABOVE_LIMIT usa un metodo di bisezione ( STATIMP ) simile a quello descritto in funzione #2 ma differente nel 
fatto che il risultato di ABOVE_LIMIT invecedi essere comparato con GOAL (ricordiamo ABOVE_LIMITè una 








Public Function Above_Limit (Complexity As Long, Num_CFU_Tot As Long, NumRepeats As Long, NumExtract As Long, Limit As Long _ 
, Optional ListExtraction As ListBox) As Double 
 
ReDim cfu(0 To Num_CFU_Tot) 
ReDim doppi(1 To NumRepeats) 
Dim k As Long, i As Long 
Randomize 
On Error Resume Next 
ListExtraction.Clear 
 
For i = 1 To Num_CFU_Tot 
cfu(i) = CLng(Complexity * Rnd()) 
Next i 
 
Dim temp As Long 
Dim repeat As Integer 
For repeat = 1 To NumRepeats 
 
ReDim isdouble(0 To Complexity) 
For i = 1 To NumExtract 
temp = CLng(Num_CFU_Tot * Rnd()) 
isdouble(cfu(temp)) = isdouble(cfu(temp)) + 1 
Next i 
For k = 1 To Complexity 




Dim doppimedi As Double 
For repeat = 1 To NumRepeats 
If doppi(repeat) >= Limit Then Above_Limit = Above_Limit + 1 
Next repeat 





Public Function StatImp(Inf_Start As Long, Sup_Start As Long, Goal As Long, Thresh As Double, Rep As Long, Extr As Long, Maxcomp As Long, Ave As Integer _ 
 , Optional txtMinComplex As TextBox, Optional txtMaxComplex As TextBox, Optional lstStatImp As ListBox, Optional txtStatImp As TextBox) As Double 
Dim INF As Long, SUP As Long, HYP As Long, SOL As Double 
Dim testINF As Double, testSUP As Double, testHYP As Double, AveHYP As Double 
Dim k As Long, t As Integer 
 
On Error Resume Next 
lstStatImp.Clear 
 
For t = 1 To Ave 
INF = Inf_Start 
SUP = Sup_Start 
 
Do Until SUP - INF <= 10 
 
testINF = Above_Limit (INF, Maxcomp, Rep, Extr, Goal) 
testSUP = Above_Limit (SUP, Maxcomp, Rep, Extr, Goal) 
 
        HYP = CLng((INF + SUP) / 2) 
        lstStatImp.AddItem INF & " < " & HYP & " < " & SUP 
        txtMinComplex.Text = INF 
        txtMaxComplex.Text = SUP 
 




            If testSUP <= testHYP And testHYP <= testINF And testSUP <= Thresh And Thresh <= testINF Then 
                lstStatImp.AddItem "Fit(" & HYP & ") = " & testHYP 
                If Thresh <= testHYP Then 
                    INF = HYP 
                Else 
                    SUP = HYP 
                End If 
            End If 
 
        If testSUP > testINF Then 
            lstStatImp.AddItem "BAD FIT. RECALCULATING" 
        Else 
        If testINF < testHYP Or testINF <Thresh Then 
            SUP = HYP 
            INF = 2 * INF - HYP 
            lstStatImp.AddItem "BAD BORDER. RECALCULATING.." 
        End If 
        If testSUP > testHYP Or testSUP >Thresh Then 
            INF = HYP 
            SUP = 2 * SUP - HYP 
            lstStatImp.AddItem "BAD BORDER. RECALCULATING.." 
        End If 
    End If 
        DoEvents 
        If INF < 0 Then INF = 0 
Loop 
If Not t = Ave Then lstStatImp.AddItem "#" & t & " REPEAT" 
SOL = (SOL * (t - 1) / t) + (HYP / t) 
AveHYP = (AveHYP * (t - 1) / t) + (testHYP / t) 
txtStatImp.Text = SOL 
Next t 
 
lstStatImp.AddItem "SOLUTION = " & SOL 
If Ave = 1 Then 
lstStatImp.AddItem "BEST FIT = " & AveHYP 
Else 
txtMinComplex.Text = Inf_Start 
txtMaxComplex.Text = Sup_Start 
lstStatImp.AddItem "AVERAGE FIT = " & AveHYP 
End If 
txtStatImp.Text = SOL 
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